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CAPITOLO 1
DESCRIZIONE DELLA PATOLOGIA
La sclerosi laterale amiotrofica  (SLA) è una malattia degenerativa e progressiva 
del  nostro  sistema  nervoso  che  colpisce  i  cosiddetti  motoneuroni  (il  cui 
funzionamento è riportato nella figura  1) sia quelli centrali, primo motoneurone 
che si trova nella corteccia celebrale, sia periferici, secondo motoneurone che si 
trova nel tronco encefalico e nel midollo spinale [1].
www.e-du.it/2013/06/malattieneuromuscolari
Figura 1: funzionamento unità motoria 
L'etimologia  della  definizione  Sclerosi  Laterale  Amiotrofica  chiarisce  le 
caratteristiche  fondamentali  della  malattia.  Il  termine  sclerosi  indica  un 
indurimento  del  tessuto  nervoso.  L'aggettivo  amiotrofico  dal  greco  si  può 
scomporre  in  3  parti:  a  =  negazione,  mio  =  muscolo,  trofico  =  relativo  allo 
sviluppo, alla nutrizione,quindi i muscoli si atrofizzano e si indeboliscono.
L'aggettivo  laterale  si  riferisce  alla  zona  del  midollo  spinale  in  particolare  ai 
cordoni laterali del midollo spinale che contengono i fasci cortico-discendenti cioè 
le vie piramidali che connettono il primo motoneurone al secondo motoneurone 
situato  nelle  corna  anteriori  del  midollo  spinale.  E'  un  processo  abiotrofico 
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degenerativo che colpisce sia il primo che il secondo motoneurone ma anche i 
fasci  che  controllano  il  primo  motoneurone  della  corteccia  sul  secondo 
motoneurone; ne deriva un rimaneggiamento di questa area che dopo la morte 
neuronale viene ad essere occupata da una reazione proliferativa della astroglia (la 
cui struttura è riportata in figura 2) e un pallore delle vie mielinizzate, così la zona 
colpita dal morbo tende ad indurirsi [2].
Figura 2: astrociti disseminati tra le cellule nervose
La malattia è stata descritta per la prima volta dal neurologo francese Jean Martin 
Charcot nell'articolo “Deux cas d'atrophie muscolaire progressive avec lèsion de  
la  substane  grise  et  the  faisceaux  antérolatéraux  de  la  moelle  èpinieré” . 
Nell’articolosono descritti i sintomi clinici correlati alle alterazioni patologiche a 
carico dei motoneuroni del midollo spinale e dei nervi cranici  [3].  La sclerosi 
laterale  amiotrofica  è  chiamata  anche  Morbo  di  Lou  Gehring  (dal  nome  del 
giocatore  statunitense  di  baseball  il  cui  caso  nel  1939 sollevò  l'  attenzione 
pubblica intorno a questa patologia.
SINTOMI
I sintomi sono descritti da Charcot nell' articolo “slèrose latèrale amyotrophique” 
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e  sono:  degenerazione  delle  vie  cortico-spinali,  massiccia  gliosi  che  si  può 
osservare  con  una  aumentata  consistenza  delle  colonne  laterali  del  midollo 
spinale,  atrofia  muscolare  [4].  Si  tratta  di  una  patologia  che  provoca  paralisi 
muscolare progressiva irreversibile dovuta a degenerazione dei motoneuroni della 
corteccia  celebrale  che  portano  di  conseguenza  a  un  assottigliameno dei  fasci 
cortico spinali, del tronco dell'encefalo e delle corna anteriori del midollo spinale 
e  si  osserva  una  massiccia  attivazione  gliale  [5].  Si  ha  pertanto  debolezza 
muscolare,  brevi  contrazioni  (mioclonie),  fascicolazioni,  atrofia  muscolare  che 
può influire sul funzionamento di una gamba o di un braccio, i crampi insieme a 
fascicolazioni  sono  un  sintomo  di  morte  del  muscolo.  L'inizio  è  subdolo  e  i 
sintomi  appaiono  quando  il  numero  dei  moto  neuroni  danneggiati  supera  la 
capacità di sostituzione di quelli sani, quindi la malattia silente ha già danneggiato 
il sistema nervoso. La lesione dei motoneuroni dei nervi cranici provoca gravi 
disturbi  come la disfonia (il paziente ha problemi di motilità delle corde vocali),  
la disfagia (difficoltà a deglutire solidi e liquidi e disturbi alla masticazione), si 
può avere affaticamento dei muscoli della masticazione che insieme alla disfagia 
sono  i  responsabili  del  dimagrimento  e  della  malnutrizione  [6].  Inoltre  la 
degenerazione dei motoneuroni si manifesta  con riflessi esagerati (iperriflessia).
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Figura 3: Il piede di Babinski
La degenerazione porta a spasticità che interessa sopratutto gli arti inferiori. Un 
test che si effettua per evidenziare che è avvenuta una lesione a carico del tratto 
corticospinale è il segno di Babinski che consiste nello sventagliamento all'infuori 
delle dita del piede quando la pianta del piede viene graffiata con una matita (la 
figura 3 rappresenta il segno positivo e negativo di Babinski) [7]. 
Allo stadio finale della malattia è necessaria una respirazione assistita ed è proprio 
questa difficoltà respiratoria la causa principale di morte. Esiste anche una forma 
più grave di SLA definita bulbare dove fin dai primi stadi della malattia si osserva 
un  interessamento  del  tronco  encefalico  ed  in  questa  variante  i  problemi 
respiratori compaiono molto precocemente.
EPIDEMIOLOGIA
La SLA è una patologia rara con una incidenza di 2-3 casi ogni 100.000 individui 
all'anno ma l'estrema gravità e la rapida ed inesorabile progressione dei sintomi ne 
fanno una delle patologie più aggressive. Si manifesta più frequentemente negli 
uomini rispetto alle donne ed è rara dopo gli  80 anni [8]. Dati  epidemiologici 
hanno riportato l'esistenza di due zone con un tasso di incidenza elevato in Nuova 
Guinea Occidentale [9], nella Penisola di Kii in Giappone [10], e in una forma di 
associata di demenza e parkinsonismo presso i chamorro dell'isola di Guam [11].
Un'inchiesta  condotta  tra  il  2004 ed  il  2008 dal  procuratore  torinese  Raffaele 
Guariniello ha accertato 51 casi di SLA su 30.000 calciatori italiani presi in esame 
ed  è  stata  ipotizzata  una  maggiore  incidenza  per  questa  categoria  [12].  Per 
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spiegare questo fenomeno sono state fatte molte ipotesi tra cui i numerosi traumi a 
cui  è  soggetto  il  capo  durante  i  colpi  di  testa,  il  contatto  continuativo  con  i 
pesticidi  utilizzati  nei  campi  di  calcio,  l'uso  di  sostanze  dopanti  nei  soggetti 
predisposti  che  potrebbero  attivare  meccanismi  di  morte  neuronale  e  molto 
recentemente  è  stata  ipotizzata  una  alterazione  del  processo  infiammatorio 
(riduzione di alcune citochine e del tumor necrosis factor α , TNFα) indotto dallo 
stremo esercizio fisico [13].  
EZIOPATOGENESI  
Sono state evidenziate 3 forme diverse di SLA: sporadica, familiare (o genetica) e 
di Guam. 
La sporadica si chiama così perchè può colpire chiunque anche e nel 90% dei casi 
la SLA ha una insorgenza sporadica mentre il restante 10% ha un origine familiare 
e generalmente è  ereditata come carattere autosomico dominante [14].
L'eziopatogenesi  è  sconosciuta,  ma  verosimilmente  si  tratta  di  una  malattia  di 
origine multifattoriale dovuta a fattori ambientali e anche genetici [15]. Sono state 
formulate  diverse  ipotesi  eziologiche  dovute  all'esposizione  ad  agenti  chimici, 
metalli  pesanti  ecc.  quindi di  tipo tossico ambientale ma i  risultati ottenuti  dai 
numerosi  studi  epidemiologici  non hanno provato in  maniera certa  nessuna di 
queste associazioni tra i fattori di rischio e insorgenza di SLA. Sono stati presi in 
considerazione  anche  altri  fattori  di  rischio  legati  sopratutto  allo  stile  di  vita 
(fumo, attività fisica intensa, eventi patologici come traumi cranici [16]. Gli studi 
effettuati però non hanno confermato che queste associazioni di fattori di rischio 




I meccanismi patogenetici più plausibili sono quattro:
1) Eccitotossicità glutammatergica
2) Danno di tipo ossidativo
3) Modificazioni di altri tipi cellulari diversi dal motoneurone
4) Alterazione mitocondriale
ECCITOTOSSICITÀ GLUTAMMATERGICA
Una delle ipotesi più accreditate è l'eccitotossicità glutammatergica.
                                                                                 www.chemspider com. 
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Figura 4 :formula di struttura dell’acido glutammico
 
Secondo questa  teoria  si  ha  un  accumulo  di  acido  glutammico (in  figura  6  è 
rappresentato  il  suo  rilascio)  nel  microambiente  extracellulare  e  si  ha  una 
stimolazione eccessiva dei motoneuroni [17], sembra infatti che i malati di SLA 
abbiano livelli più alti di glutammato nel plasma sanguineo e nel fluido cerebro 
spinale (o liquido cefalo rachidiano).
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Figura 5: Neurotrasmettitore e sinapsi chimica  
Studi sperimentali hanno dimostrato infatti che ci potrebbe essere un difetto nella 
ricaptazione del glutammato da parte degli astrociti che sono cellule nervose il cui 
ruolo chiave non è di trasmettere l'impulso nervoso ma di “assistere” a livello 
metabolico i neuroni. Qualunque sia la patogenesi il  meccanismo iniziale della 
morte neuronale sembra essere correlato a un eccesso di flusso di calcio attraverso 
i  recettori  AMPA  (figura  6)  del  glutammato.  È  stato  dimostrato  che  una 
alterazione della  subunità denominata GLUR2 di  questo recettore è una causa 
della variazione del processo molecolare detto RNA-etiding.  Studi compiuti da 
Hydeyama et al. su tessuti umani di pazienti affetti da sclerosi laterale amiotrofica 
hanno dimostrato una alterazione dell'mRNA-etiding pertanto si ritiene che tale 
processo abbia un ruolo chiave nell'avviare un meccanismo patogenetico [18].
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Figura 6: struttura e funzionamento del recettore AMPA
DANNO DI TIPO OSSIDATIVO 
Il  danno di  tipo ossidativo è  dovuto ad uno squilibrio tra sostanze ossidanti  e 
sostanze riducenti  nel  micro ambiente che circonda i  motoneuroni  colpiti.  Nel 
1993 alcuni  ricercatori  hanno scoperto che mutazioni  del  gene che produce la 
Cu/Zn superossido dismutasi (nota come enzima SOD1) erano associate a casi di 
SLA familiare (circa il 20%). Questo enzima ha una funzione ossidante in quanto 
riduce  il  livello  di  ione  super  ossido  (O2-)  un  radicale  libero  tossico  prodotto 
durante  il  metabolismo  ossidativo  cellulare  capace  di  alterare  le  proteine,  le 
membrane e il DNA stesso. Non è ancora chiaro come la mutazione del SOD1 
possa  portare  alla  degenerazione  del  motoneurone  ma  si  è  ipotizzato  che  un 
accumulo di radicali liberi possa portare a un malfunzionamento di questo gene. 
La  morte  del  motoneurone  non  è  probabilmente  dovuto  alla  perdita  o  alla 
compromissione della attività della dismutasi e suggerisce che la SOD1 mutata 
induca tossicità in qualche altro modo [19,20].
L' enzima SOD1 agisce su due molecole di superossido strappando un elettrone 
alla prima per trasferirlo alla seconda. Si ottiene così una molecola di O2 alla quale 
si addizionano due ioni H+ ottenendo H2O2  che è dannoso per le cellule e viene 
distrutto ad opera dell'enzima catalasi. L’azione di catalisi è mediata da un atomo 
di Cu che è alternativamente ridotto e poi ossidato dal superossido (figura 8). 
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Figura 7: reazione chimica di SOD1
In  condizioni  normali  gli  anioni  super  ossido  (O2- )  vengono  continuamente 
generati dalle cellule normali a partire da O2. I meccanismi di difesa contro O2- 
possono essere ad esempio la vitamina E e l'acido ascorbico e gli enzimi quali la 
SOD e la catalasi. L' O2- è la forma reattiva di HOO-  che sono specie reattive ma 
non quanto i  loro metaboliti.  Per dismutazione catalizzata dalla SOD, l'  O2 da 
H2O2  e H2O. L' H2O2  per azione della catalisi si trasforma in H2 O e O2. L' H2O2 e 
ancora  di  più  HO- (figura  8)  sono altamente  tossici  e  provocano la  rottura  di 
legami covalenti,  reagiscono con proteine enzimi e DNA e possono essere una 
causa di patologie gravi come la SLA [21].  
Neuron ,vol 24,1999 
Figura 8: rappresenta una reazione chimica tossica che usa substrati  aberranti  con la 
formazione del radicale ossidrile e perossido di idrogeno. 
Gli studi su topi transgenici hanno permesso di ricavare delle teorie sul ruolo della 
SOD1 nella SLA. Topi completamente privi del gene SOD1 generalmente non 
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sviluppano la SLA [22].
Al  contrario  topi  transgenici  G93A che  overesprimono  il  gene  SOD1 mutato 
sviluppano i segni tipici della malattia quindi è stata confermata l'ipotesi che la 
citotossicità  della  SOD1  mutata  sia  dovuta  non  a  una  perdita  dell'attività 
dell'enzima ma all' acquisizione dell' enzima stesso di una o più funzioni tossiche 
[23].  La  mutazione  porta  alla  formazione  di  una  proteina  alterata  con  ridotta 
affinità per lo ione zinco e una maggiore capacità catalitica di radicali liberi quali i 
perossinitriti (OONO-) (figura 9) osservati in elevata quantità nei motoneuroni dei 
topi G93A [24]. 
 
                                                                   Neuron ,vol 24,1999 
Figura 9: rappresenta una reazione chimica tossica con uso di substrati aberranti reazione 
di nitrazione.
La mutazione del  gene della  SOD1 umana ha aperto nuovi  importanti  scenari 
riguardo  alla  comprensione  delle  funzioni  tossiche  della  SOD1  mutata;  sono 
quindi stati sviluppati topi transgenici con la forma mutata del gene. Una delle 
mutazioni della SOD1 che è stata riconosciuta in una famiglia affetta da SLA è 
rappresentata dalla presenza in posizione 93 di una glicina al posto di una alanina 
(Gly93---Ala) per questo motivo questi topi sono stati chiamati G93A [25].
Sono state sviluppate varie linee di topi transgenici G93A che differiscono per il 
numero di copie mutate del gene SOD1 mutato espresso. Sono stati isolati due 
sottotipi:al primo gruppo appartengono i topi che presentano un alto numero di 
copie del transgene ed in questi si osserva una rapida progressione della malattia 
fin dai primi mesi di vita. Al secondo sottotipo appartengono i topi che esprimono 
un basso numero di copie del gene SOD1 mutato e presentano una insorgenza 
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ritardata dei sintomi. 
I  topi  G93A presentano  un  indebolimento  muscolare  delle  zampe  posteriori 
accompagnato da perdita di riflesso di estensione e da tremore con aggravamento 
dei sintomi fino a paralisi e morte [26]. Le lesioni istopatologiche rilevate nei topi 
transgenici, a livello del midollo spinale, sono anche quelle rilevate nei pazienti 
affetti  da SLA familiare:  si  osserva infatti  una degenerazione dei  motoneuroni 
spinali. Uno studio istologico accurato a livello del midollo spinale ha dimostrato 
che i  topi sacrificati  dal  70 al  163 giorno di  vita avevano dei motoneuroni di 
dimensioni  maggiori  localizzati  nelle  corna  anteriori,  (perchè ricchi  di  vacuoli 
citoplasmatici e di prolungamenti).
Nei  topi  sacrificati  dopo il  180 giorno di  vita  le  lesioni  erano più evidenti,  il 
midollo  spinale  era  caratterizzato  da  una  riduzione  del  volume  delle  corna 
anteriori del midollo spinale, i motoneuroni apparivano atrofici e si evidenziavano 
vacuoli  citoplasmatici  dovuti  alla  dilatazione  dei  mitocondri  e  del  reticolo 
endoplasmatico[27]. Le lesioni non interessano solo il midollo spinale ma anche il 
tronco-celebrale invece le lesioni cortico spinali sono più incostanti. La deduzione 
che fu fatta era che i sintomi osservabili nei topi G93A si potevano riscontrare 
anche nei pazienti affetti da SLA [28].
MODIFICAZIONI  DI  ALTRI  TIPI  CELLULARI  DIVERSI  DAL 
MOTONEURONE
Alcuni studi hanno evienziato che anche le cellule di Renshaw (neuroni inibitori 
glicinergici/GABAergici)  sono  implicate  nella  degenerazione  dei  motoneuroni 
midollari [29]. Il coinvolgimento delle cellule di Renshaw è stato evidenziato in 
malati  di  SLA mediante  uno  studio  elettrofisiologico  valutando  la  durata  del 
periodo silente del nervo spinale come valore dell'integrità del controllo inibitorio 
che  gli  interneuroni  esercitano  sui  motoneuroni.  Nei  malati  di  SLA  questo 
intervallo temporale è maggiore rispetto ai soggetti sani e alcuni ricercatori hanno 
ricondotto  questa  evidenza  ad  una  alterazione  dei  circuiti  inibitori  dei 
motoneuroni  il  cui  compito  è  svolto  dalle  cellule  di  Renshaw [30].  Anche  le 
cellule gliali sono implicate nella degenerazione dei motoneuroni e nei pazienti 
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affetti da SLA è stato notata una attivazione gliale [31]. La reazione astrocitaria 
provoca  una reazione  infiammatoria  identificata  con  l'aumento  delle  COX2 e 
varie citochine [32].
ALTERAZIONE MITOCONDRIALE
Nel citoplasma dei motoneuroni di molti malati di SLA sono state riscontrate delle 
inclusioni  identificate  come  corpi  eosinofili  dette  bunina-bodies .  Le  bunina-
bodies rappresentano proteine accumulate tra cui l'ubiquitina, la transferrina e la 
cistatina [33]. Nei malati di SLA sono stati evidenziati accumuli intracellulari di 
SOD1 e di proteine come l'alfa-sinucleina. Da tutto ciò possiamo dedurre che vi è 
un  meccanismo  cellulare  alterato  caratterizzato  da  un  accumulo  di  proteine 
alterate [34].
L'alterazione  morfologica  più  importante  che  possiamo osservare  è  quella  dei 
mitocondri. Nei modelli sperimentali così come nei pazienti affetti da SLA è stata 
osservata una alterazione delle creste mitocondriali che ha portato a un processo 
di vacuolizzazione detto slow necrosis ed è stato osservato un aumento di volume 
del mitocondrio dovuto a un rigonfiamento delle camere mitocondriali . La SOD1 
mutata accumulata sotto forma di aggregati potrebbe essere la causa di un cattivo 
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FIGURA 10: formula di struttura del Riluzolo
Il  Riluzolo  (2-ammino-6-trifluorometossi  benzotiazolo)  è  un  composto 
antiglutammatergico, è stato sintetizzato come agente antiepilettico ed è approvato 
dalla FDA (Food and Drug-Administration) come farmaco per curare la SLA.
SINTESI DI RILUZOLO
www.arkat-usa.org
La preparazione del riluzolo viene effettuata a partire dalla trifluorometossianilina 
e NH4CNS, in acido acetico e bromuro. La resa è del 75% .
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Il Riluzolo, agisce sul sistema nervoso ma il modo esatto con cui agisce nella SLA 
non è noto; ma  sembra essere che blocchi il rilascio di glutammato ed in tal modo 
previene il danno alle cellule nervose.
PROVE CLINICHE
L'efficacia  di  Riluzolo nel  trattamento della  SLA è stato stabilito  in  due studi 
adeguati e ben controllati in cui il tempo per tracheostomia o la morte è stata più 
lunga  per  i  pazienti  randomizzati  al  Riluzolo  che  per  quelli  randomizzati  a 
placebo. In uno studio eseguito in Francia e Belgio 155 pazienti affetti da SLA 
sono stati seguiti per almeno 13 mesi (durata massima 18 mesi) dopo essere stati 
randomizzati a 100mg/die di Riluzolo o placebo.
                                                                                  Www.drugs.com/pro/rilutec
Figura11:curva di sopravvivenza 
La figura  11 sopra mostra  le  curve di  sopravvivenza per  il  tempo di  morte  o 
tracheostomia. L'asse verticale rappresenta la proporzione di individui vivi senza 
tracheostomia in diversi momenti dopo l'inizio del trattamento (asse orizzontale). 
Sebbene  queste  curve  di  sopravvivenza  non  erano  ststisticamente  differenti 
quando valutate dall'analisi del protocollo di studio (Logrank test p = 0,12), la 
differenza è stata trovata significativa in un'altra analisi appropriata (Wilcoxon test 
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p  =  0.05).  Come  si  vede,  lo  studio  ha  dimostrato  un  precoce  aumento  della 
sopravvivenza in pazienti trattati con Riluzolo. Tra i pazienti in cui il trattamento 
non è riuscita durante lo studio (tracheotomia o morte) c'era una differenza tra i 
gruppi di trattamento in termini di sopravvivenza mediana di circa 90 giorni. Non 
vi  era  differenza  statisticamente  significativa  nella  mortalità  al  termine  dello 
studio.
Nel secondo studio svolto sia in Europa e Nord America 959 pazienti affetti da 
SLA sono stati seguiti per almeno un anno (centri del Nord America) e fino a 18 
mesi (centri europei) dopo essere stati randommizzati a 50,100,200mg al giorno di 
Riluzolo placebo.
                                                                       Www.drugs.com/pro/rilutek
Figura12: curva di sopravvivenza
La  figura  12,  mostra  la  curva  di  sopravvivenza  per  il  tempo  di  morte  o 
tracheotomia per  i  pazienti  randommizzati  a  uno dei  100 mg/die  di  Rilutek o 
placebo.  Sebbene  queste  curve  di  sopravvivenza  non  erano  statisticamente 
significativamente  differenti  quando  è  stata  valutata  l'analisi specificata  nel 
protocollo  di  studio  (Logrank  test  p=0,076),  la  differenza  è  stata  trovata 
significativa da un'altra analisi appropriata (Wilcoxon test p=0,05). Nella figura 
non sono mostrati  i  risultati  da  50  mg/die  di  Riluzolo  che  non poteva  essere 
statisticamente  distinto  dal  placebo  e  risultati  di  200mg/die,  che  sono 
sostanzialmente identici a 100 mg/die. Come si vede, lo studio ha dimostrato un 
precoce aumento di sopravvivenza in pazienti trattati con Riluzolo. Tra i pazienti 
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in cui il trattamento non è riuscito durante lo studio (tracheostomia o morte) c'era 
una differenza tra i gruppi di trattamento in termini di sopravvivenza mediana di 
circa 60 giorni.  Non vi era alcuna differenza statisticamente significativa nella 
mortalità al termine dello studio. 
Anche se Riluzolo ha migliorato la sopravvivenza precoce in entrambi gli studi, le 
misure della forza muscolare e della funzione neurologica non hanno mostrato 
beneficio.
MECCANISMO DI AZIONE
La modalità di azione del Riluzolo è sconosciuta. Le sue proprietà farmacologiche 
sono le seguenti alcune delle quali possono essere correlate al suo effetto.
1) Effetto inibitorio sul rilascio di glutammato
2) L’azione neuroprotettiva di Riluzolo può essere parzialmente mediata dalla sua 
attività sull'incremento del trasportatore del glutammato
3) Inattivazione dei canali del sodio voltaggio-dipendenti 
4)  Capacità  di  interferire  con  eventi  intracellulari  che  seguono  il  legame  del 
neurotrasmettitore  agli  amminoacidi  dei  recettori  eccitatori.  Il  Riluzolo  ha 
dimostrato di essere neuroprotettivo in modelli sperimentali di danno neuronale 
che  coinvolgono  meccanismi  eccitotossici.  La  stimolazione  magnetica 
trascrizionale  ha  mostrato  che  il  Riluzolo  riduce  l'eccitotossicità  corticale  in 
pazienti  con  SLA.  Questa  scoperta  sostiene  l'ipotesi  che  l'attenuazione  di 
eccitotossicità correlata al  glutammato è un fattore importante che contribuisce 
all'affetto benefico. 
5)  Il  Riluzolo  aumenta  la  quantità  e  l'attività  del  HSF  1 per  aumentare 
l'espressione di proteine da shock termico e il trasportatore del glutammato, che 
fornisce neuroprotezione sotto stress.
Questo farmaco è anche neuroprotettivo in vari modelli sperimentali  in vivo di 
danni neuronali che coinvolgono danni eccitotossici causati da acido glutammico 
e ha impedito la  morte  dei  neuroni  corticali  indotta  da anossia.  Grazie  al  suo 
blocco  della  trasmissione  glutammatergica  (figura  13),  il  Riluzolo  ha  anche 
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proprietà miorilassanti e sedative in modelli animali a dosi di 30mg/kg (circa 20 
volte la dose giornaliera umana raccomandata) e proprietà anticonvulsivanti alla 
dose di 2,5 mg/kg (2 volte la dose giornaliera raccomandata per l'uomo)[36].
                                                                                                Ars.els-cdn.com 
Figura13: meccanismo di azione di rilutek 
TALAMPANEL
Tra le diverse ipotesi che sono state proposte per capire le cause di SLA sporadica 
ha ricevuto particolare attenzione il ruolo dei recettori AMPA (α-amino-3-idrossi-
5-metilisossazolo  propinato).  I  recettori  AMPA  sono  strutture  tetrameriche 
composte  da  quattro  subunità:  GluR1,  GluR2,  GluR3  e  GluR4,  in  varie 
combinazioni.  Il  recettore  AMPA  contenente  una  subunità  GluR2  in  cui  è 
avvenuto l'etiding dell'mRNA è impermeabile al calcio grazie alla carica positiva 
del residuo di arginina. Quasi tutte le cellule nervose in condizioni fisiologiche 
compresi  i  motoneuroni  interessati  alla  patogenesi  della  SLA  normalmente 
contengono  nella  loro  costituzione  subunità  GluR2  correttamente  editate.  In 
condizioni  patologiche come nella  SLA il  meccanismo di editing sul  sito  Q/R 
della subunità GluR2 risulta essere meno efficiente, pertanto cresce la quantità di 
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recettori AMPA che nel sito Q/R mantiene la glutammina e pertanto tali recettori 
divengono permeabili al Ca++. A differenza della SLA familiare (in cui si osserva 
una ridotta  espressione di  GluR2 già  a  livello  genico)  nella  SLA sporadica le 
subunità GluR2 sono espresse, ma in corrispondenza del sito Q/R portano una 
glutammica (GluR2Q) invece che una arginina (GluR2R). Gli enzimi responsabili 
della conversione della adenosina in inosina sono deaminasi chiamate ADAR e 
nei  mammiferi  ne sono stati  individuate  tre  (ADAR1, ADAR2 e  ADAR3),  in 
particolare ADAR2 riconosce nel pre-mRNA di GluR2 una struttura a dsRNA in 
cui  catalizza la  reazione di  deaminazione.  Nella  SLA sporadica,  la  carenza  di 
subunità  GluR2R  sembra  essere  dovuta  alla  attività  inefficiente  dell'enzima 
ADAR2. La deficienza di ADAR2 è infatti la causa di crisi epilettiche e di morte 
dei motoneuroni in particolare nella SLA sporadica si osservano livelli ridotti di 
espressione dell' mRNA di ADAR2 nelle corna anteriori del midollo spinale [37].
Figura 14: formula di struttura degli enantiomeri Talampanel 
Talampanel è un farmaco in fase di studio per l'epilessia, gliomi maligni e SLA. E' 
un  antagonista  non  competitivo  del  recettore  AMPA.  La  stereoselettività  dei 
composti  2,3-benzodiazepinici  fornisce un modo unico per  la  progettazione  di 
stereoisomeri  come inibitori  più  selettivi  e  più  potenti  come farmaci  utilizzati 
nelle malattie neurologiche come la SLA che coinvolgono recettori AMPA. E'uno 
studio rivolto a una coppia di enantiomeri chiamati Talampanel (figura14) e la sua 
controparte (+) e il loro meccanismo di azione selettivo sulle quattro subunità del 
recettore AMPA o GluA1-4. Una prova cinetica dimostra che Talampanel è un 
inibitore  non  competitivo  e  si  lega  allo  stesso  sito  dei  composti  2,3-
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benzodiazepinici  (figura  15) con  il  gruppo  C  4-metil  sull'anello  diazepinico. 
Questo  sito  che  viene  chiamato  M  riconosce  preferibilmente  i  composti  2,3 
benzodiazepinici con il gruppo C 4-metil in configurazione R, come nella struttura 
chimica di Talampanel. Il farmaco inibisce GluA1 e GluA2 ma è inefficace sulle 
subunità del recettore AMPAGluA-3 e GluA-4, ipotizzando che il sito M che si 
trova in GluA1 e GluA2  a cui si lega Talampanel è diverso da quello presente in 
GluA3 e GluA4[38]
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Figura 15: sito di legame di Talampanel (Figura modificata da Da Mommio Alessandra, 
2013)
MPEP
Uno studio riguardo all'azione neuroprotettiva di un farmco (MPEP) antagonista 
dei recettori metabotropici mGLu 5. Questi recettori accoppiati a proteine Gq si 
rivelano particolarmente abbondanti nella popolazione di astrociti e microglia dei 
tessuti  nervosi  spinali  interessati  da  fenomeni  di  eccitotossicità,  sia  nei  casi 
sporadici sia in quelli familiari di SLA. L'attivazione farmacologica degli stessi 
recettori in colture miste di neuroni e astrociti,  secondo studi recenti amplifica 
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l'eccitotossicità  e  favorisce  il  processo  di  degenerazione  dei  neuroni.  Secondo 
questo  studio  è  stato  visto  che  nei  casi  sperimentali  di  SLA  familiare  un 
antagonista  dei  recettori  mGLU5,  il  2-metil-6-(feniletinil)-piridino  noto  come 
MPEP ha una azione protettiva nei confronti dei motoneuroni spinali cresciuti in 
colture arricchite da astrociti, attivati in maniera opportuna. Il blocco prolungato 
di mGLu5 prima dell'evento eccitotossico mediato da AMPA, invece che durante 
o dopo, riduce significativamente la degenerazione dei motoneuroni. L'antagonista 
MPEP riuscirebbe infatti a ridurre indirettamente la conduttanza al Ca++ da parte 
dei  recettori  AMPA (privi  della  subunitàGluR2)  espressi  sui  motoneuroni  e 
consentirebbe di salvare le cellule dalla morte per eccitotossicità indotta da AMPA 
[39]. Il  blocco di mGLU5 a livello astrocitario tramite il  MPEP comporta una 
riduzione  dell'espressione  del  fattore  neurotrofico  celebrale  BDNF  insieme 
all'espressione di GluR1 da parte dei motoneuroni. BDNF è un fattore di crescita 
stimolato dall'attivazione dei recettori  mGLu5 astrocitari.BDNF è un fattore di 
crescita che legandosi a TrkB (recettore ad attività tirosin-chinasica intrinseca) ha 
un doppio effetto sui motoneuroni: a livello basale è un fattore di sopravvivenza, 
mentre  ad  alte  concentrazioni  aumenta  la  sensibilità  dei  motoneuroni  al 
glutammato e all'AMPA, forse perchè incrementa la sensibilità dei motoneuroni al 
glutammato e all'AMPA e probabilmente incrementa l'espressione della subunità 
recettoriale GluR1, che conferisce ai recettori AMPA una maggiore sensibilità al 
calcio.  Il  BDNF  è  espresso  sopratutto  a  livello  astrocitario,  in  risposta 
all'attivazione  dei  recettori  mGlu5  e  che  l'efficacia  farmacologica  di  MPEP è 
mediata dagli astrociti [40].
MPEP
Figura 16: formula di struttura di MPEP.
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MEMANTINA 
Figura 17: formula di struttura di memantina
La memantina (figura 17) blocca il  recettore NMDA, ma le sue interazioni di 
binding con il recettore non sono ancora stati del tutto chiariti. Questo farmaco è 
prescritto per il trattamento della malattia di Alzheimer ma la somministrazione a 
un  modello  murino  di  sclerosi  laterale  amiotrofica  ne  ha  prolungato  la 
sopravvivenza [41]. La ricerca di antagonisti per il recettore NMDA è risultata di 
interesse  per  il  trattamento  delle  malattie  neurodegenerative.  La  capacità  del 
sistema nervoso di trasmettere rapidamente le informazioni dipende soprattutto 
dal glutammato, tuttavia, la sua presenza in quantità eccessiva o per periodi di 
tempo eccessivi provoca danni neurologici.
Gran parte dei neuroni e glia contengono elevate concentrazioni di glutammato 
che si trova all'interno di vescicole sinaptiche e viene rilasciato per brevi periodi 
di  tempo per  comunicare con altri  neuroni  attraverso  terminazioni sinaptiche.. 
Quando è attivato il recettore NMDA apre il canale al Ca++ e ad altri cationi .In 
condizioni  normali di  trasmissione  sinaptica  il  canale  del  recettore  NMDA è 
bloccato da Mg++ che chiude il canale per periodi brevi di tempo, in condizioni 
patologiche l'eccessiva attivazione del recettore provoca una eccessiva quantità di 
afflusso di calcio nelle cellule nervose e porta a apoptosi (figura 18) e necrosi.
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Figura 18: rappresentazione di vie apoptotiche attivate da eccessiva attività del recettore 
NMDA.Reazioni coinvolte nella morte neuronale.
I recettori NMDA sono costituiti da 2 sub-unità (NR1 e NR2A-D e raramente da 
una terza subunità NR3A o subunità B). Sul recettore NMDA sono presenti dei siti 
di legame per il glutammato e per la glicina,quando questi si legano al recettore si 
ha depolarizzazione e rimozione del Mg++ che funziona da tappo, il canale del 
recettore  si  apre  e  si  ha  flusso  di  calcio  e  sodio  nella  cellula  che  può essere 
regolato da agonisti o da sostanze che si legano a siti modulatori del recettore che 
sono quello del  Mg++ all'interno del  canale  ionico e un altro situato verso l’N 
terminale del recettore. Sul recettore NMDA ci sono cinque residui di cisteina che 
possono essere  nitrosilati  e  ognuno di  questi  siti  può essere  un bersaglio per 
interventi terapeutici per bloccare l'eccitotossicità.
Www.ncb.nlm.it
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Figura 19: recettore NMDA  siti di legame e siti modulatori.
Per  essere  accettabile  una  terapia  anti-eccitotossicità  deve  bloccare  l'eccessiva 
attivazione del recettore NMDA (figura 19) lasciando però una normale funzione 
per evitare effetti collaterali. La Memantina entra nel canale solo quando è aperto 
da un agonista  e  solo quando c'è una esposizione eccessiva al  glutammato;  la 
Memantina  ha  una  cinetica  favorevole  per  fornire  una  neuroprotezione.  La 
Memantina  è  stata  sintetizzata  nel  1968  come  derivato  della  Amantadina  un 
agente anti-influenzale. La molecola presenta una ammina in testa al ponte (NH2) 
che  in  condizioni  fisiologiche  porta  una  carica  positiva  (-NH3+)che  si  lega  al 
vicino  Mg++ situato  sul  canale  dell'NMDA  a  differenza  dell'Amantadina, 
Memantina ha due gruppi metilici  che prolungano il  tempo di permanenza del 
canale.
Figura 20: struttura molecolare di memantina
Le caratteristiche più importanti sono:
a) struttura a tre anelli
b) l'ammina testa del ponte (gruppo-NH2) che viene convertita a pH fisiologico in 
NH3+.
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Figura 21: blocco di correnti ioniche NMDA indotte da Memantina.
Nella figura 21 è mostrato un  esempio in cui la tensione di membrana di un 
neurone è tenuta al potenziale di riposo. La concentrazione di Memantina usata in 
questo esperimento è simile al livello che può essere raggiunto nel cervello umano 
quando il farmaco viene usato clinicamente; a queste concentrazioni Memantina 
riduce notevolmente elevati livelli di corrente NMDA indotte quasi a zero entro 
circa 1 secondo. Una volta arrestata la somministrazione di Memantina,la risposta 
di NMDA ritorna a livelli precedenti entro circa 5 secondi e questo vuol dire che è 
efficace ma che blocca l' NMDA temporaneamente.
                                                              ..Www.nbi.nlm.it
Figura 22: qui è illustrato un esperimento in cui la Memantina è tenuta costante, mentre 
la concentrazione di NMDA è stata aumentata in un ampio intervallo.
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Il  modo  in  cui  questa  concentrazione  fissa  di  Memantina  blocca  l'effetto  di 
concentrazioni crescenti di NMDA (figura 22) è caratteristico di un antagonista 
non competitivo.  Altri  studi  indicano che  la  Memantina  esercita  il  suo effetto 
sull'attività del recettore NMDA legandosi al Mg++  situato all'interno del canale 
ionico.
È stato dimostrato che la Memantina blocca l'attività del recettore NMDA se il 
canale ionico è troppo aperto. Durante la normale attività sinaptica i canali sono 
aperti  solo per pochi secondi e la Memantina non è in grado di agire,  durante 
l'attivazione prolungata del recettore invece la Memantina diventa efficace quindi 
il  farmaco  agisce  solo  in  condizioni  patologiche  senza  influenzare  la  normale 
funzione sinaptica [42].
Come  già  visto,  attualmente  l'unico  farmaco  approvato  dalla  FDA  per  il 
trattamento della SLA è il Riluzolo. Vari studi hanno dimostrato che una terapia 
costituita  da  una  combinazione  tra  Riluzolo  e  Memantina  potrebbe  avere  un 
effetto farmacologico benefico nei pazienti con SLA. Tutte e due le molecole sono 
agonisti  non  competitivi  NMDA e  possono  ridurre  gli  effetti  eccitotossici  del 
glutammato [43].
IL LITIO
EAAT2  è  un  trasportatore  specializzato,  elimina  il  glutammato  a  livello 
intersinaptico e permette un buon funzionamento delle sinapsi. Nei campioni di 
midollo  spinale  dei  malati  di  SLA  è  stata  riscontrata  una  diminuizione 
dell'espressione di EAAT2 in particolare nelle corna ventrali del midollo spinale 
dove  si  trovano  i  motoneuroni;  pertanto  l'attivazione  di  questo  trasportatore 
potrebbe  essere  una  strategia  di  intervento  farmacologico  [44].  Il  litio  sembra 
avere  un  ruolo  importante  nella  neuroprotezione  in  quanto  protegge i  neuroni 
dall'eccitotossicità  del  glutammato.  Le  cellule  gliali  esprimono  in  abbondanza 
questo trasportatore mentre i neuroni lo esprimono in misura minore. Le cellule 
gliali funzionano come pozzi di assorbimento per tutto il glutammato rilasciato. 
L'eccitotossicità  da  glutammato  è  un  fattore  importante  nel  processo  di  morte 
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neuronale;  il  glutammato  è  rilasciato  nelle  sinapsi  nervose  per  trasmettere  il 
segnale e viene poi rimosso rapidamente principalmente dal trasportatore EAAT2. 
Se il glutammato non viene rimosso subito si ha una sovraeccitazione della cellula 
nervosa che porta ad un aumento del flusso di calcio e una cascata di eventi che 
inducono la  morte  cellulare.  Il  glutammato  viene  traformato  continuamente  in 
alfa-chetoglutarato  mediante  deaminazione da  parte  della  glutammato 
deidrogenasi  o  transaminazione  da  parte  delle  transaminasi  e  metabolizzato 
attraverso  il  ciclo  degli  acidi  tricarbossilici  a  succinato,  fumarato  e  malato.  Il 
glutammato è prodotto anche dalla deaminazione delle glutammine. Il glutammato 
viene rilasciato a livello sinaptico e attiva una famiglia di canali ionici ligando-
dipendenti  e  recettori  accoppiati  a  proteine  G e  la  sua  azione  è  terminata  da 
sistemi  di  ricaptazione  specifici  localizzati  sopratutto  sugli  astrociti  che 
circondano  le  sinapsi.  Negli  astrociti  il  glutammato  viene  convertito  in 
glutammina  che  non  è  un  neurotrasmettitore  e  può  essere  rilascito  e  reso 
disponibile per essere convertito nei neuroni di nuovo in glutammato attraverso un 
sistema di ricaptazione della gluatammina; il  glutammato viene poi raccolto in 
vescicole sinaptiche pronto ad essere rilasciato (figura 26). 
Figura 26: ricaptazione del glutammato.
L'eccitotossicità è dovuta aduna cattiva regolazione o eccessiva attivazione dei 
recettori  del glutammato e la stimolazione eccessiva di questi  recettori  porta a 
morte  del  recettore  stesso.  L'eccitotossicità  si  propaga  attraverso  i  recettori 
permeabili al calcio; l'afflusso di Ca++ è tamponato dal reticolo endoplasmatico 
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(ER) e dai mitocondri, ma se la quantità di Ca++ è troppo elevata questi sistemi di 
controllo  possono essere stravolti  e un sovraccarico di  Ca++ e  le  perturbazioni 
intracellulari  di  Ca++ possono  attivare  meccanismi  che  portano  alla  morte  dei 
neuroni. Alterazioni nei livelli di Ca++ possono attivare enzimi catabolici come le 
proteasi,  le  fosfolipasi  e  le  nucleasi  che causano la  morte  cellulare  e  danni  ai 
tessuti.  Quando il  sistema mitocondriale  fallisce,  la  cellula  diventa vulnerabile 
all'apoptosi mediata dai mitocondri. Problemi sia del recettore del glutammato che 
dei sistemi di trasporto del glutammato culminano in una eccitotossicità che può 
influenzare  negativamente  i  motoneuroni  e  la  disregolazione  del  sistema 
glutammatergico ha un ruolo cruciale nel normale funzionamento delle sinapsi del 
midollo spinale. Farmaci mirati ad aumentare l'attività del sistema di trasporto del 
glutammato in  generale,  o  per bloccare i  recettori  AMPA hanno dimostrato di 
prevenire l'eccitotossicità in diversi modelli di SLA [45].
CEFTRIAZONE
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Il ceftriazone una cefalosporina, sembra avere effetti positivi nella cura della SLA.
In  modelli  di  SLA  trattati  con  ceftriazone  è  stata  osservata  una  maggiore 
espressione di EAAT2. Il ceftriazone ha la capacità di legare il calcio, proprietà 
antiossidanti  e  salva  i  motoneuroni  in  cultura  dalla  tossicità  del  glutammato. 
Inoltre ceftriazone sembra aumentare di 3 volte l'attività di EAAT2 nel cervello 
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dei  roditori  perchè  questo  antibiotico  aumenta  la  funzione  del  promotore  di 
EAAT2 [46]. La somministrazione di ceftriazone nella SLA è riconosciuta solo a 
uso  compassionevole  mentre  è  approvato  dalla  FDA  nel  trattamento  delle 
infezioni batteriche. I livelli di glutammato e la sua inattivazione dipendono dal 
trasportatore GLT1, noto come EAAT2, una proteina astrogliale e la sua funzione 
fondamentale  è  quella  di  modulare  l'attività  sinaptica  e  nessuna  pratica 
farmaceutica  è  in  grado  di  modulare  positivamente  questa  proteina.  La 
disfunzione di GLT1 è implicata in disturbi neurologici acuti e cronici inclusa la 
SLA.  Molti  antibiotici  beta-lattamici  sono  dei  potenti  stimolatori  di  questa 
proteina e questo sembra essere mediato attraverso una maggiore trascrizione del 
gene  GLT1.  I  beta-lattamici  sono  dei  potenti  antibiotici  che  inibiscono  le  vie 
sintetiche batteriche .E' stato osservato che la somministrazione di ceftriazone in 
modelli animali di SLA ritarda la perdita dei neuroni e la forza muscolare. Poul 
B.Fisher  professore  e  presidente  del  dipartimento  di  Genetica  Umana  e 
Molecolare  ha  detto  “l'eccitotossicità  del  glutammato  è  un  processo  molto 
importante e fondamentale nella neurodegenerazione e trovare molecole come il 
ceftriaxone  che  possono  correggere  questo  problema  può  portare  alla 
conservazione e alla maggiore sopravvivenza dei neuroni nel cervello e può avere 
implicazioni  dirette  nella  terapia  di  molte  malattie  neurodegenerative  come la 
SLA.” Fisher e  colleghi  hanno fatto  uno studio per  individuare la  regione del 
trasportatore EAAT2 che controlla l'espressione del glutammato in un gruppo di 
astrociti
Questo gruppo di studiosi, attraverso metodi di biologia molecolare ha esaminato 
tutte le regioni e le sequenze nella regione del promotore e quindi ha definito 
quale regione era necessaria per rispondere al ceftriazone. Il fattore di trascrizione 
nucleare KAPPA B,NF-KB, regola molte funzioni del cervello e altre parti del 
corpo e secondo Fisher ha un ruolo critico. L' analisi del promotore EAAT2 2,5kb 
umano ha dimostrato che NF-KB è un importante regolatore dell'espressione di 
EAAT2 negli astrociti. Molti antibiotici beta-lattamici sono attivatori trascrizionali 
di EAAT2 (la figura 27 mostra lo schema per identificare i regolatori di EAAT2) 
con  conseguente  aumento  dei  livelli  della  proteina.  Il  ceftriazone  ha  effetti 
neuroprotettivi  sia  in  vivo che  in  vitro e  inibisce la  morte  cellulare  neuronale, 
impedendo eccitotossicità del glutammato. Il farmaco aumenta la trascrizione di 
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EAAT2 in astrociti  primari  fetali  umani  attraverso NF-KB. Questi  studi  hanno 
dimostrato  la  potenziale  utilità  del  promotore  EAAT2  per  sviluppare  nuove 
molecole di regolazione del trasportatore del glutammato[47].
Figura 27: rappresentazione schematica per identificare i regolatori dell'espressione di 
EAAT2 che riguardano il trasporto del glutammato.
ONO-2506 PO
                                                www.chemicalregister.com
Questo farmaco è anche conosciuto come acido arundico.
L'acido arundico è un farmaco studiato nella cura delle malattie neurodegenerative 
intrattabili come la SLA [48]. È di consistenza oleosa, ha bassa solubilità in acqua 
29
ed ha un gusto amaro ed irritante di conseguenza le sue proprietà chimico-fisiche 
devono essere migliorate per sviluppare il suo uso farmaceutico. In uno studio è 
stato  complessato  con ciclodestrine  idrofile  che  possono interagire  con l'acido 
arundico migliorando la sua solubilizzazione e mascherandone il gusto [49].
ONO-2506 agisce sugli astrociti, ha proprietà antiinfiammatorie e antieccitatorie e 
potrebbe essere utile nella terapia della SLA. La formulazione iniettabile di questo 
farmaco è chiamata Proglia ed è in fase di studio negli Stati Uniti e in Giappone 
per l’infarto celebrale. La formulazione orale Cereact è in sperimentazione nel 
Regno Unito per la malattia di Alzheimer e Parkinson; in Giappone e in Europa è 
in fase di sperimentazione per la SLA[50].
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CAPITOLO 4
FARMACI ATTIVI su AGGREGATI PROTEICI
ARIMOCLOMOL 
Figura 28: formula di struttura di ARIMOCLOMOL
Arimoclomol  (Figura 28) è una cloroossima che potenzia l’attività delle proteine 
heat shock coinvolte nelle risposte cellulari ed è risultato un candidato terapeutico 
nella SLA[51]. In un modello murino di SLA  ha dimostrato di essere importante 
per la sopravvivenza e la funzione muscolare [52].
L'autofagia è uno dei meccanismi più studiati negli ultimi anni nel campo della 
neurodegenerazione. L'autofagia è un processo cellulare in cui macromolecole o 
organelli  sono  inghiottiti  da una  doppia  membrana  fagoforo per  formare 
l'autofagosoma  che  degrada  il  materiale  inghittito  per  fusione  dei  lisosomi. 
L'inibizione  dell'autofagia  nei  neuroni  è  sufficiente  a  causare  aggregati 
citoplasmatici e neurodegenerazione. L'interruzione dell'autofagia porta a atrofia 
muscolare e l'accumulo di aggregati dimostrano che l'autofagia è fondamentale 
per mantenere la massa muscolare. L'Arimoclomol è un farmaco proposto per la 
cura di malattie neurodegenerative grazie alla sua capacità di indurre l'espressione 
di chaperon che aiutano a prevenire gli accumuli di proteine mal ripiegate (figura 
29).  Normalmente  questi  aggregati  proteici  ed  i  mitocondri  danneggiati  sono 
degradati attraverso il sistema ubiquitina-proteosoma o autofagia [53].
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Figura 29: Meccanismo di azione di ARIMOCLOMOL.
Le proteine heat shock (HSP) sono indotte da malattie neurodegenerative come la 
SLA. In particolare,  la sovraespressione di HSP70 ha un ruolo protettivo in molte 
lesioni  del  sistema  nervoso,  svolge  un  ruolo  importante  nella  protezione  da 
aggregati proteici e tossicità, protegge le cellule dall’apoptosi, dall’infiammazione 
ecc.
Le HSP sono dei chaperone molecolari che assistono nel corretto ripiegamento 
delle proteine di nuova sintesi ma anche quelle soggette a denaturazione indotta 
da stress da patologie come la SLA. Le HPS appartengono a varie famiglie in base 
alla  massa  molecolare  HSP100,  HSP90,  HSP70,  HSP60,  HSP40  e  altre  più 
piccole.  Quasi tutte le HPS hanno un ruolo costitutivo espresso che svolge un 
ruolo di pulizia, e un membro indotto da stress che gioca un ruolo cruciale nel 
recupero  dopo  stress  cellulare.  HSP 70  svolge  tre  attività  correlate:  previene 
l'aggregazione, promuove il ripiegamento allo stato nativo e la solubilizzazione ed 
il ripiegamento di proteine aggregate. Le HPS hanno un ruolo importante nella 
neuroprotezione  per  cui  cercare  un  modo  per  indurre  farmacologicamente  la 
sovraespressione di chaperon HSP70 è un modo per poter trattare la malattia dei 
motoneuroni. Una categoria di composti che hanno attività neuroprotettiva sono i 
composti che amplificano l'espressione genica di HSP. Uno di questi attivatori è 
Arimoclomol,  un  suo  derivato  idrossilamminico,  Bimoclomol.  Questi  farmaci 
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hanno dimostrato di aumentare l'espressione di HSP prolungando l'attivazione di 
HSP e prolungando l'attivazione di HSF1 (heat shock factor-1). In uno studio è 
stato dimostrato che il trattamento con Arimoclomol ridarda significativamente la 
progressione della SLA nei topi SOD1 G93A.
HSP 90 è un chaperone molecolare con ruoli importanti nel mantenere la stabilità 
funzionale  e  la  vitalità  delle  cellule  sotto  una  pressione  trasformante.  È  stato 
dimostrato che l'inibizione di HSP90 attiva HSF-1 per indurre la produzione di 
HSP70  e  HSP40  e  anche  altri  chaperon  che  a  loro  volta  promuovono  la 
disaggregazione di proteine. Studi recenti hanno rilevato che HSP90 mantiene la 
stabilità funzionale delle proteine neuronali aberranti permettendo e sostenendo 
l'accumulo di aggregati tossici.
Il  mantenimento dell'omeostasi  cellulare  è  regolata  da chaperon molecolari.  In 
condizioni patologiche le proteine aberranti vengono analizzate e suddivise nella 
rete di chaperon; le proteine aberranti conosciute come “clienti” hanno un ruolo 
importante  nella  SLA.  Per  mantenere  questa  omeostasi  cellulare,  la  rete  di 
chaperon  interagirà  con  queste  proteine  danneggiate  “clienti”  che  cercano  di 
piegare  le  proteine  in  uno  stato  funzionale  o  addirittura  indurre  i  client alla 
degradazione (figura 30).
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FIGURA 30: interzione tra chaperon e proteine danneggiate
La SOD1  mutata riscontrata nella SLA familiare è un client della rete chaperon 
HSP70/HSP90 e la sua degradazione è regolata dalla ligasi  chip-ubiquitina. Nei 
motoneuroni in coltura che esprimono la SOD1 mutata, aumentando i livelli di 
HSP70 si ha una diminuzione dell’aggregazione di SOD1 e si attenua la tossicità 
[54].
Arimoclomol è un “coinduttore” della risposta heat shock, ha ridotto gli aggregati 
SOD1, ha ritardato la progressione della malattia ed ha aumentato la durata della 
vita in topi mutanti SOD1.
www.nature.com
Figura 31: Arimoclomol promuove la fosforilazione di HSF-1
I trimeri HSF-1 si fosforilano e traslocano al nucleo, dove inducono la trascrizione 
genica  di  HSP.  Arimoclomol  promuove  la  fosforilazione  di  HSF-1  e  aumenta 
l'induzione  di  HSP,  che  diventano  più  numerose  e  disponibili  per  soddisfare 
l’attività chaperone e antiapoptotiche di HSP, compresa l’attività chaperone per la 
SOD1  mutata  (figura  31).  Arimoclomol  prolunga  la  sopravvivenza  quando 
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somministrato dopo l'insorgenza della malattia [55].
BIMOCLOMOL
Il Bimoclomol è un analogo di Arimoclomol. Induce l'espressione di HSP70 e 
previene la degenerazione neuronale [56] (Figura 32).
Figura 32: formula di struttura del Bimoclomol
PIRIMETAMINA
La Pirimetamina (Figura 33) è un farmaco noto come antimalarico (approvato 
dalla FDA) ed in fase di sperimentazione clinica nella SLA.
FIGURA 33: formula di struttura di pirimetamina
La Pirimetamina riduce i livelli di SOD1. Anche se le mutazioni nel gene SOD1 
sono principalmente associate alla forma di SLA familiare, in realtà sono state 
osservate  anche  nella  SLA  sia  familiare  che  sporadica.  Sono  emersi  dati 
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contrastanti per quanto riguarda la capacità della Pirimetamina di ridurre i livelli 
di SOD1. Lange  et al hanno individuato una espressione dose dipendente della 
SOD1 in cellule umane in coltura ed ha eseguito uno studio pilota in 16 pazienti 
affetti  da  SLA.  Questo  studio  ha  analizzato  campioni  di  sangue  e  di  liquido 
cerebrospinale  di  pazienti  trattati  con  il  farmaco  per  18  settimane  ed  ha 
determinato che i livelli di SOD1 sono significativamente ridotti nel QCS e nei 
leucociti  di  questi  malati  [57].  Wright  et  al sono stati  in  grado di  confermare 
questi risultati sia in cellule in coltura che in topi trattati con Pirimetamina. In 
contrasto con questi risultati è stato trovato che le concentrazioni di Primetamina 
richieste  per  ridurre  l'attività  trascrizionale  nel  promotore  SOD1  del  42%  ha 
causato  una  riduzione  della  vitalità  cellulare  del  68%  portando  così  alla 
conclusione  che  la  riduzione  della  SOD1  rispetto  ai  controlli  era  dovuta  a 
eccitotossicità specifica.  In altri  tipi  cellulari,  cosi come in studi sugli animali, 
Pirimetamina era in grado di ridurre i livelli di SOD1 rispetto ai controlli. Saranno 
necessari altri studi per determinare gli effetti del trattamento con Pirimetamina 
sulla espressione di SOD1 e soprattutto per valutare se sia in grado oppure no di 
attenuare la SLA. Le mutazioni della SOD1 portano a tossicità cellulare attraverso 
la perdita della funzione della proteina SOD1, ma anche attraverso la formazione 
di  aggregati  intracellulari  di  SOD1 mutanti.  A causa di  questo meccanismo di 
morte  cellulare  indotta  da  SOD1,  i  farmaci  che  riducono  l'aggregazione  delle 
proteine SOD1 possono proteggere le cellule da eventuali danni [58]. 
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CAPITOLO 5
FARMACI ATTIVI NELLA PROTEZIONE  MITOCONDRIALE
MINOCICLINA
La minociclina  è un antibiotico che fa parte della famiglia delle tetracicline ed è 
la  più liposolubile  e  la  più attiva.  I  suoi effetti  sono legati  all'inibizione della 
sintesi proteica, ha uno spettro di azione ampio ed è usato nella cura della Nisseria 
Menengitidis ma il suo utilizzo nella profilassi non è più raccomandato a causa dei 
suoi importanti effetti collaterali (vertigini e capogiri)[59].
Figura 34: formula di struttura della Minociclina
La ricerca attuale  si  sta  rivolgendo allo  studio di  questo farmaco sui  possibili 
effetti neuroprotettivi contro la progressione della SLA[60]. 
Alcuni ricercatori di San Francisco hanno analizzato le cellule in coltura trattate 
con la minociclina e hanno osservato come il  farmaco ostacolasse l'azione dei 
poli(ADP-ribosio)polimerasi-1(PARP-1), una proteina che può innescare la morte 
della cellula e infiammazione. La minociclina è quindi un inibitore di PARP. La 
PARP-1 è una proteina che si trova in ogni cellula ed è attivata ogni qualvolta il 
DNA della cellula è danneggiato; inoltre la proteina PARP-1 può innescare anche 
la riparazione del DNA, una risposta infiammatoria o l'apoptosi. Nelle malattie 
neurodegenerative  l'infiammazione  è  presente  e  può  danneggiare  le  cellule. 
Attualmente ci sono prove cliniche in corso che stanno valutando la minociclina 
come potenziale trattamento per la SLA. Gli studi svolti hanno confermato che la 
minociclina ha effetti neuroprotettivi ed antiinfiammatori dovuti all'inibizione di 
PARP-1 [61].
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È stata  studiata  anche la  funzione  a  livello  mitocondriale  della  Minociclina  a 
causa del suo ruolo chiave nei percosi apoptotici. È stata valutata la sua attività in 
sospensioni  isolate  mitocondriali  e  la  minociclina  non è  riuscita  a  bloccare  il 
gonfiore indotto da superossido ma è risultata attiva nel bloccare il rigonfiamento 
indotto  da  calcio  e  questo  potrebbe  essere  un  effetto  mediato  attraverso  la 
dissipazione  del  potenziale  di transmembrana  mitocondriale  e  il  blocco 
dell'assorbimento di calcio mitocondriale. [62].
La  Minociclina  ha  un  effetto  neuroprotettivo  estraneo  alle  sue  proprietà 
antibiotiche ed è la molecola che ha una maggiore permeabilità ematoencefalica 
rispetto  alle  altre  tetracicline pertanto Minociclina è  adatta  nel  trattamento dei 
disturbi  del  SNC.  La  Minociclina  può  ridurre  la  morte  neuronale  dopo 
eccitotossicità in modelli animali di SLA e gli effetti neuroprotettivi sono dovuti 
alla  riduzione  dell'infiammazione  e  ad  un  effetto  diretto  sulla  sopravvivenza 
neuronale. Sebbene gli effetti antiinfiammatori e antinociettivi non siano ancora 
conosciuti  possono  includere  l'inibizione  della  metalloproteinasi-2,  l'inibizione 
della ossido nitrico sintetasi inducibile e la produzione di citochine [63].
Figura 35: Struttura tridimensionale di minociclina.
Chimicamente  la  Minociclina  è  la  7-dimetilammino-6-dimetil-6-
deossitetraciclina,  non  è  presente  in  natura  è  un  antibiotico  tetraciclico  semi-
sintetico ottenuto partendo da tetracicline naturali. 
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OLESOXIMA:TRO19622
Figura 36: formula di struttura di TRO19622
Il nome chimico di TRO 19622 è N-Idrossicolest-4-en-3-immina. È una molecola 
che ha una struttura simile al colesterolo. Esiste in miscela stabile di isomeri sin e 
anti della colest-4-en-3-one ossima.. TRO 19622 può essere sintetizzata facendo 
reagire colest-4-en-3-one con idrossillamina e acetato di sodio. Olesoxima è un 
composto neuroprotettivo.
Per identificare i bersagli molecolarari ed i meccanismi di azione di TRO19622 
questo  è  stato  sottoposto  a  screening  a  varie  concentrazioni  e  valutata  la  sua 
attività su enzimi, recettori, canali e trasportatori. Degli 80 target, utilizzati solo il 
recettore  del  progesterone  ed  il  TSPO  hanno  dimostrato  una  significativa 
variazione  rispetto  al  binding  di  controllo.  L'attività  di  Olesoxima  sembra  sia 
dovuta al suo legame con il TSPO o con il VDAC (figura 37). Devono essere 
effettuati  altri  studi  biologici  per  capire  e  definire  i  meccanismi  di  azione  di 
olesoxime a livello  sub-cellulare  e  molecolare e stabilire  dove agisca a  livello 
mitocondriale [64]
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Figura 37: meccanismo di azione di TRO19622
DEXPRAMIPEXOLO  
Figura 38: formula di struttura di Dexpramipexolo(blù) e Pramipexolo(rosso)
Dexpramipexolo è l'enantiomero R(+) del pramipexolo (figura 38). E' un farmaco 
che ha dimostrato di avere efficacia in termini di funzione e di sopravvivenza nei 
malati di SLA. Questa molecola ha un basso peso molecolare, è solubile in acqua, 
è biodisponibile per via orale ed è ben tollerato. Dexpramipexolo o KNS-760704 
è un nuovo farmaco somministrato per impedire la disfunzione mitocondriale e 
sembra rallentare i sintomi della SLA [65].
In uno studio clinico di fase II di 12 settimane controllato con placebo a cui hanno 
partecipato 102 pazienti  affetti da SLA, condotto dal neurologo  Cudkowicz, le 
persone che  prendevano 300 mg di  dexpramipexolo  al  giorno hanno mostrato 
(figura 39) un rallentamento della progressione della malattia del 31% rispetto alle 
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persone trattate con placebo [66]. 
Nature Medicine
Figura 39: Il grafico a barre che mostra il cambiamento dal basale, (media ± SEM) al 
punto finale nel fine-motore (FM), gross-motor (GM), bulbare e sottodomini respiratori 
del ALSFRS-R per il placebo e gruppi di 300 mg nella fase 1 dello studio.
Dexpramipexolo  ha  dimostrato  di  avere  un  effetto  neuroprotettivo,  riduce  le 
specie reattive dell'ossigeno (ROS mitocondriali), inibisce l'attivazione delle vie 
apoptotiche e aumenta la  sopravvivenza cellulare  in  risposta  ad una varietà  di 
neurotossine  e  neurotossicità  dovuta  a  β-amiloide.  Rispetto  a  S(-)isomero, 
dexpramipexolo ha una attività agonista dipaminergica minore. Dexpramipexolo 
chimicamente è la (R)-4,5-6,7-tetraidro-N6-propil-2,6-diammina-benzotiazolo.
Lo  stress  cellulare  o  le  lesioni  possono  causare  disfunzione  mitocondriale,  e 
questo è stato collegato a molte malattie neurologiche croniche come la SLA. Il 
mitocondrio  che  non  funziona  o  che  è  stressato  mostra  un  aumento  della 
conduttanza  di  grandi  correnti  attraverso  la  membrana  mitocondriale  e  una 
diminuizione  del  rendimento  bioenergetico.  La  produzione  di  energia  non 
sufficiente mette le cellule ed in particolare i neuroni a rischio di morte quando la 
richiesta energeticasupera la produzione di energia cellulare. Questo farmaco ha 
inibito gli aumenti della conduttanza di ioni nei ratti. In culture cellulari tra cui i 
neuroni il Dexpramipexolo ha significativamente ridotto il consumo di ossigeno 
mantenendo  o  aumentando  la  produzione  di  adenosina  trifosfato  (ATP).  Il 
41
Dexpramipexolo  ha  anche  normalizzato  il  profilo  metabolico  delle  cellule 
danneggiate ed è risultato protettivo rispetto agli effetti citotossici di inibizione del 
proteosoma. Questi dati mostrano che Dexpramipexolo aumenta l'efficienza della 
fosforilazione ossidativa, attraverso l'inibizione della conduttanza mitocondriale. 
Nelle malattie neurodegenerative come la SLA, i mitocondri delle cellule nervose 
diventano sempre più disfunzionali,  infatti  il  progredire  della  malattia  altera  il 
fabbisogno energetico delle cellule colpite. In modelli preclinici è stato dimostrato 
che  il  dexpramipexolo  sembra  aumentare  l'efficienza  dei  mitocondri  nella 
produzione di ATP. Dexpramipexolo è risultato citoprotettivo ed è un promotore 
della funzione mitocondriale [67].
CREATINA
La Creatina è un acido organico azotato presente in natura; il suo compito è quello 
di trasferire energia dai mitocondri al citosol e questo è reso possibile da isoforme 
diverse dell'enzima creatin chinasi (CK) che legano i siti di generazione di ATP (i 
mitocondri) e quelli che consumano ATP (muscolo scheletrico e tessuto celebrale). 
Sintesi della creatina
www.ansevers.com
La creatina è sintetizzata nel fegato, utilizzando tre amminoacidi: glicina, arginina 
e metionina. Il primo step prevede la reazione tra glicina e arginina in presenza di 
arginina-glicina amidinotrasferasi (GATM) così si ottiene guanidinoacetato. Nel 
secondo step si ha la trasformazione del guanidino acetato in creatina in presenza 
di  Metionina  e  dell’enzima  GAMT.  La  Creatina  è  l'integratore antifatica  e 
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ultimamente è stato studiato come terapia di supporto nella SLA.. Il fabbisogno 
giornaliero della creatina sia attraverso la dieta o attraverso la sintesi endogena è 
di 2g al giorno, la creatina supplementare può produrre più energia nelle attività 
anaerobiche ma può anche stimolare la respirazione mitocondriale e la sintesi di 
fosfocreatina. Inoltre recentemente sono stati dimostrati gli effetti benefici della 





Xeomin è un farmaco famoso come antirughe ed è   utilizzato per  bloccare la 
salivazione nei malati di sclerosi laterale amiotrofica [69].
In natura, il batterio Clostidrium Botulinum produce la tossina in associazione con 
altre  proteine accessorie.  La ditta  produttrice del  farmaco prende il  complesso 
delle tossine e si avvale della cromatografia per isolare il componente attivo e 
rimuovere le proteine accessorie.       
www.xeomin.com
Figura 40: conversione del botulino tipo A in xeomin
Il  principio attivo di Xeomin è una tossina botulinica di tipo A prodotto dalla 
fermentazione dal ceppo clostridum botulinum sierotipo A. Il complesso tossina 
botulinica viene purificato dal sovranatante in coltura e quindi il principio attivo 
viene  separato  dalle  proteine  attraverso  una  serie  di  step  che  producono  la 
neurotossina  attiva  con  un  peso  molecolare  di  150  KDA,  senza  proteine 
accessorie. 
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È Stato effettuato uno studio per valutare Xeomin nella scialorrea,  un sintomo 
fastidioso che accompagna i malati di SLA. La salivazione è un grosso problema 
per  questi  malati,  non solo è  fastidioso ma può anche aumentare il  rischio  di 
ammalarsi di polmonite da aspirazione. Una persona con SLA produce la stessa 
quantità di saliva di una persona sana, ma il malato di SLA ha notevoli problemi 
di deglutizione, debolezza della mascella e dei muscoli del collo. A causa della 
difficoltà a chiudere le labbra in maniera stretta o forse per la combinazione di 
questi fattori la saliva tende ad accumularsi nella bocca e questo è comune nelle 
persone che hanno un coinvolgimento bulbare di SLA: la tossina botulinica può 
aiutare a ridurre la produzione di saliva. Le ghiandole parotidi, che sono al lato del 
volto  sotto  all'orecchio,  secernono  una  saliva  acquosa  e  la  tossina  botulinica 
iniettata in una o entrambe le ghiandole è generalmente efficace per diminuire la 
produzione  di  saliva;  occorre  una  settimana  o  più  per  vedere  i  risultati  e  le 
iniezioni vanno ripetute ogni due o tre mesi.
Xeomin  inibisce  il  rilascio  di  acetilcolina  e  agisce  come  agente  di  blocco 
neuromuscolare  periferico.  Questo  farmaco  è  utilizzato  anche  nella  cura  della 
distonia cervicale  e dell'orecchio,  nel  blefarospasmo,  nella  spasticità  post-ictus 
dell'arto superiore ma anche per ridurre la comparsa di rughe [70].
MEXILETINA
Figura 41: formula di struttura della mexiletina
La Mexiletina (Figura 41) è un farmaco che blocca i canali del sodio. I livelli 
irregolari di elettroliti nel sangue può innescare una cascata molecolare di eventi 
che  portano  alla  fine  a  morte  neuronale  che  può  causare  debolezza,  crampi, 
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intorpidimento e affaticamento. Il dolore neuropatico è difficile da trattare e la 
regolazione  del  canale  del  sodio  è  considerato  un  potente  obbiettivo.  La 
Mexiletina  è  un  farmaco  approvato  dalla  FDA per  le  malattie  cardiache  e 
recentemente anche per curare il dolore neuropatico nei pazienti malati di SLA. È 
protettivo  nei  confronti  dei  neuroni  del  midollo  spinale  in  quanto  blocca  la 
neurotossicità. La Mexiletina può alleviare i sintomi della malattia ma non può 
trattare  la  malattia  sistemica,  però  potrebbe  avere  la  capacità  di  rallentare  la 
progressione della malattia [71].
La Mexiletina contribuisce a ridurre l'iperreattività (ipereccitabilità) dei neuroni 
nei malati  di  SLA e può aiutare a proteggere i  nervi motori  da ulteriori  danni 
riducendo la iperattività dei canali  del sodio (blu) che si snodano attraverso la 
membrana del SNC (Figura 42).
Figura 42: Meccanismo di azione di mexiletina.
Intorno  al  1990  il  farmaco  è  stato  studiato  per  ridurre  la  rigidità  muscolare 
(miotonia) in realtà il farmaco era stato sintetizzato per ridurre il ritmo cardiaco, 
per chiudere il cancello dei canali del sodio impropriamente attivati, cosi i muscoli 
si rilassano più facilmente [72].
La Mexiletina, usata come cloridrato, può essere di grande aiuto per alleviare i 
sintomi della SLA a livello dell'arto. In realtà era stata formulata per curare le 
malattie cardiache come le aritmie ma viene utilizzata anche per trattare il dolore 
neuropatico che può essere sia centrale che periferico causato da malattie del SNC 
tra cui la SLA. [73].
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NUEDEXTA[74]
Nuedexta è un farmaco innovativo ottenuto dalla associazione di due compsti: il 
destrometorfano  bromoidrato  (20mg)  la  molecola  attiva  a  livello  del  sistema 
nervoso centrale,  e  la  chinidina  solfato  (10mg).  Oggi  il  farmaco  è  in  fase  di 
sperimentazione nella SLA per controllare lo stato emozionale che accompagna il 
malato di sclerosi laterale amiotrofica..
Destrometorfano bromoidrato
Chinidina solfato
La  chinidina  solfato  è  uno  specifico  inibitore  del  metabolismo  ossidativo 
CYP2D6. 
Nuedexta  è  somministrato  per  via  orale.  Gli  effetti  collaterali  sono:  orticaria, 
difficoltà  respiratoria,  gonfiore  del  viso,  gofiore  alle  labbra,  lingua  e  gola. 
L'effetto collaterale più grave è il cambiamento del ritmo cardiaco.
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È  stato approvato nel 2010 dalla FDA per il trattamento pseudo bulbare o PBA un 
nome alternativo  per  esso  è  “patologico  ridere  o  piangere”.  PBA in  genere  è 
causato  da  una  specifica  lesione  celebrale  tra  la  corteccia  (la  fonte  del 
pensiero/azione  volontaria)  e  del  tronco  celebrale  (la  fonte  involontaria 
espressione emotiva il ridere il piangere). Le emozioni tipo il ridere ed il piangere 
vengono elaborate  nella  corteccia  e  poi viene  inviato  un  messaggio  al  tronco 
encefalico  per  esprimere l'emozione,  ma  se  si  ha  una  lesione  tra  il  tronco 
dell'encefalo e la corteccia per esempio provocato da SLA allora l'espressione può 
essere  separata  dalla  consapevolezza  cosciente.  Il  Destrometorfano  è  un 
antagonista  del  NMDA (cioè  impedisce  al  glutammato  di  attivare  le  cellule 
bersaglio  attraverso  il  recettore  NMDA, come mostrato  in  figura  43)  ed  è  un 
agonista del  recettore morfinico SIGMA-1.
Figura 43:  Meccanismo d'azione di destrometorfano
Il Destrometorfano è un noto sedativo della tosse ed è combinato con chinidina un 
farmaco utilizzato per le aritmie cardiache. La chinidina inibisce il metabolismo 
del destrometorfano  e  gli  permette  di  penetrare  nel  cervello  a  dosi  basse  per 
evitare la tossicità periferica e una volta nel cervello la molecola può agire su 
regioni implicate nell'espressione emozionale (da un meccanismo sconosciuto).
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PROVIGIL (MODAFINIL)
Modafinil allevia la fatica nei malati di SLA, è stato sintetizzato nel 1980 ed è 
prescritto per la narcolessia.
Il trattamento della SLA con Modafinil ha dimostrato efficacia nella cura della 
sonnolenza della stanchezza sintomi presenti nella malattia [75].
L'esatto  meccanismo  di  azione  attraverso  il  quale  agisce  Modafinil  non  è 
conosciuta ha una azione simile a quella dei simpatomimetici come le anfetamine 
anche  se  il  profilo  farmacologico  non  è  identico  a  quello  delle  ammine 
simpaticomimetiche. Modafinil non è un agonista diretto o indiretto del recettore 
della dopamina ma  in vitro si lega al trasportatore della dopamina e inibisce la 
ricaptazione della dopamina. Questa attività è stata associata in vivo a un aumento 
dei livelli di dopamina extracellulare in alcune regioni celebrali degli animali. In 
topi geneticamente privi del trasportatore della dopamina (DAT), Modafinil non 
aveva più attività e ciò ha suggerito che il farmaco svolge la sua attività solo in 
presenza di DAT.
Figura 44: la pompa o trasportatore della dopamina è bloccata da Modafinil.
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Questa  inibizione  della  ricaptazione  della  dopamina  porta  a  un  accumulo 
extracellulare  del  neurotrasmettitore  inoltre  Modafinil  attiva  i  circuiti 
glutammatergici mentre inibisce il GABA [76].
SATIVEX ( NABIXIMOLS)
E' un farmaco in via di sperimentazione nella SLA per curare il sintomo della 
spasticità [77]. E' un farmaco i cui principi attivi sono due composti estratti dalla 
cannabis: il delta (9)-tetraidrocannabinolo (THC) ed il cannabinolo (CBD). 
    
CBD THC
Questi composti svolgono la loro azione interagendo con i recettori CB1 (distema 
nervoso centrale) ed i recettori CB2 (sistema immunitario) [78].
Questo farmaco è in fase di studio anche per il dolore neuropatico ed il sonno 
disturbato nei modelli animali,  ha anche dimostrato di provocare una riduzione 
dell'infiammazione cannabinoide-mediata. 
Nella  SLA può  sia  proteggere  le  cellule  dal  processo  che  porta  alla  malattia 
oppure alleviarne i sintomi.
Sativex è l'unico farmaco approvato per curare il dolore neuropatico nella sclerosi 
multipla.
Ci sono 4 stereoisomeri di THC, ma solo l’isomero (-)-Trans  è presente in natura. 
Vari  studi  hanno dimostrato  che  THC ha un effetto  neuroprotettivo  in  quanto 
agisce su 2 recettori accoppiati a proteine G  (CB1) e (CB2).
50
I recettori di tipo 1 (CB1) sono espressi nei neuroni dove regolano il rilascio di 
neurotrasmettitori mentre i recettori CB2 si trovano principalmente nelle cellule 
gliali  e  microglia,  che  attivano  e  sovraesprimono  questi  recettori  durante  i 
disordini  neurologici.  La  sensibilità  dei  recettori  CB1  dei  cannabinoidi  che 
controllano il glutammato e la trasmissione del GABA è sovraregolato nei topi 
con SLA, dimostrando un coinvolgimento di  recettori  CB1 nell'eziologia della 
SLA. L'attivazione di CB1 ha dimostrato di essere efficace nel limitare la morte 
cellulare dopo lesioni eccitotossiche,  mentre il  recettore CB2 è coinvolto nella 
risposta immunitaria in seguito dell'infiammazione (Figura 45).
Figura 45: Meccanismo di azione di CB1 e CB2
Il  THC  è  un  agonista  di  CB1  e  CB2  e  mima  parzialmente  le  azioni  degli 
endocannabinoidi (anandamide e 2-AG).
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Diversi  studi  hanno  dimostrato  un  coinvolgimento  del  sistema cannabinoidico 
endogeno  nella  progressione  della  SLA  ed  i  benefici  connessi  con  la 
somministrazione  di  agonisti  dei  cannabinoidi.  E'  stato  osservato  che  2-AG si 
accumula nel midollo spinale dei topi malati di SLA durante la progressione della 
malattia e si pensa che faccia parte di un meccanismo di difesa endogeno. THC ha 




CANNABINOIDI SINTETICI E SLA
WIN55,212-2 [80] 
Bisland et al 2008 hanno dimostrato che questo cannabinoide sintetico ritarda la 
progressione della SLA.[inserire nota]
WIN55,212-2
WIN55,212-2 è un derivato aminoalchilindolico che produce effetti simili a quelli 
dei cannabinoidi (tipo THC) ma ha una struttura chimica diversa; è un potente 
agonista  dei  recettori  cannabinoidi  ed  è  un  forte  analgesico  infatti  inibisce  il 
dolore  neuropatico  in  modelli  di  topo.  WIN55,212-2  ha  una  azione 
antiinfiammatoria e impedisce l'attivazione della microglia. In un modello animale 
di  SLA la  somministrazione  del  farmaco  ha  ritardato  la  progressione  della 
malattia.  Un  analogo  risultato  si  è  ottenuto  inibendo  la  degradazione  dell' 
amandammide  e  quindi  aumentando  i  livelli  di  endocannabinoidi  circolanti. 
Sperimentalmente in entrambi i  casi  non vi  sono stati  effetti  significativi  sulla 
durata della vita; di contrasto però l'abolizione genetica del recettore CB1 non ha 
avuto effetti sulla progressione della malattia ma ne ha avuti sulla durata. Questi 
risultati indicano che il farmaco ha effetti neuroprotettivi.
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Figura 46: potenziali  meccanismi  neuroprotettivi  del  sistema  endocannabinoide  nella 
SLA.
Gli endocannabinoidi possono esercitare azioni neuroprotettive nella SLA agendo 
su  due  principali  meccanismi  neurotossici:  eccitotossicità  e  infiammazione. 
L'attivazione dei recettori CB1 da cannabinoidi possono alterare la permeabilità 
del  calcio  e  del  potassio  del  neurone  pre-  e  post-  sinaptico  riducendo la  loro 
eccitabilità e questo porta a una inibizione del rilascio del glutammato, causando 
una riduzione postsinaptica di flusso di calcio e così si minimizzano gli effetti 
della  eccitotossicità.  L'attivazione  del  recettore  CB2   porta  a  una  riduzione 
dell'eccitabilità cellulare e la localizzazione del recettore CB2 nelle cellule gliali 
provoca una riduzione del rilascio di citochine proinfiammatorie quali TNF-α ed 
il  β1 inibendo cosi  una  ulteriore  propagazione  della  risposta  infiammatoria  in 
modo che i livelli  di  COX-2 non aumentino.  Il  sistema endocannabinoide può 
però effettuare una azione neuroprotettiva mediata in maniera non recettoriale.
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DRONABINOL
Questo farmaco commercializzato in Germania con il nome di MARINOL è un 
THC sintetico.
MARINOL è usato  per  controllare  il  vomito  associato  a  chemioterapia,  per  il 
controllo dell'epilessia, per alleviare gli spasmi muscolari associati alla SLA e per 




Il farmaco Rimonabant utilizzato contro l'obesità sembra essere una causa di SLA 
[82].
Rimonabant  è  un antagonista  dei  recettori  cannabinoidi,  i  quali  stimolati  dagli 
endocannabinoidi  endogeni  hanno  una  funzione  neuroprotettiva  contro 
l'eccitotossicità  del  glutammato,  ma  se  il  farmaco  blocca  questo  sistema 
recettoriale può scatenare malattie neurodegenerative come la SLA.
CAPITOLO 9
FARMACI ATTIVI SUL SISTEMA IMMUNITARIO
GILENYA (FINGOLIMOD)
Questo farmaco è stato approvato il 21 marzo del 2011 come terapia nella sclerosi 
multipla  e  oggi  in  fase  di  sperimentazione  nella  SLA [83].  Fingolimod  è  un 
derivato  del  Myrocin  un  metabolita  fungino,  un  analogo  strutturale  della 
sfingosina (Figura 47 A). In vivo Fingolimod è fosforilato a formare Fingolimod-
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fosfato  e  assomiglia  strutturalmente  a  S1P.  Sfingosina  1-fosfato  (S1P)  è  un 
mediatore lipidico extracellulare, i cui effetti principali sono mediati attraverso i 
recettori S1P. S1P svolge un ruolo chiave nel sistema immunitario (Figura 47 B) 
[84].
www.nature.com
Figura 47: A) formula di struttura di sfingosina e fingolimod. B) via degli sfingolipidi
Le cellule T aiutano a mantenere il nostro corpo libero da infezioni, ma nei malati 
di SLA, alcuni di questi globuli bianchi sembrano entrare in modalità di attacco e 
scatenare una tempesta di sostanze tossiche che danneggiano i motoneuroni cosi 
alimentano la progressione della malattia [85]. I ricercatori sperano di sviluppare 
dei farmaci che mantengano la cellule fuori dal sistema nervoso; è stato visto che 
Finfolimod le blocca nei linfonodi .
Il  composto  5 viene  fatto  reagire  con  2-mercapto  benzotiazolo  in  condizioni 
alcaline  e  si  ottiene  il  composto  6  che viene ossidato a  dare il  solfone  7.  Da 
questo, attraverso la reazione di condensazione di Knoevenagel con l'aldeide 8 si 
ottiene  il  composto  9.  Attraverso  una  reazione  di riduzione  e  deprotezione 
dell’ammina del composto  9, con acido cloridrico diluito si ottiene fingolimod 
cloridrato 1. [86]
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TOCILIZUMAB ( ACTEMRA )
www.roche.com
Figura 48: anticorpo terapeutico Tocilizumab
Actemra  è  un  farmaco  utilizzato  nell'artrite  reumatoide  e  in  fase  di 
sperimentazione clinica per la cura della SLA.
L'anticorpo terapeutico Tocilizumab si lega al recettore IL-6 e come conseguenza 
di ciò vari tipi di cellule immunitarie vengono reclutati ai siti di infiammazione. 
Tacilizumab è un anticorpo monoclonale ricombinante (Figura  48). Il composto 
inibisce l'induzione dell'attività biologica per IL-6 nelle cellule che sono espresse, 
si  lega  alla  membrana  della  IL-6R  e  delle  molecole  gP130  e  inibisce  anche 
l'induzione dell'attività biologica dovuta a IL-6/ IL-6R formazione del complesso 
in  cellule  che esprimono gP130 da solo.  Inoltre  ha la  capacità  di  dissociare  i 
complessi IL-6/IL-6R che sono già formati, blocca IL-6 trasduzione del segnale 
(figura 47) [87].
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Figura 49: meccanismo di azione di tocilizumab
Tocilizumab  modifica  la  trascrizione  dei  geni  infiammatori  ed  ha  dimostrto 
notevoli  risultati  biochimici  e  clinici  nei  pazienti  con  SLA  in  fase  acuta. 
Tocilizumab inibisce l'infiammazione in  vitro.  La  SLA è caratterizzata  da  una 
infiammazione cronica che distrugge i neuroni, pertanto si ha un coinvolgimento 
delle  cellule  immunitarie,  i  macrofagi,  che  danneggiano  i  neuroni  e  potrebbe 
essere responsabile della malattia. L'infiammazione cronica nella SLA è sostenuta 
dalle citochine IL-6, IL-23, IL-17. Gli antagonisti delle citochine sono in fase di 
studio e potrebbero essere utilizzati nella terapia della malattia dei motoneuroni. 
Per il momento ACTERMA (Tacilizumab) viene utilizzato una volta al mese per 
infusione dai reumatologi per curare malattie autoimmuni ma sappiamo che ha 
anche un forte effetto sull'infiammazione nei malati di SLA ma non si sa quanto 
questo possa influenzare la malattia [88].
Tacilizumab  è  costituito  da  4  catene  polipeptidiche;  le  catene  leggere  sono 
costituite  da  214  amminoacidi  e  le  catene  pesanti  sono  costituite  da  448 
amminoacidi. Le 4 catene sono legate intra- e intermolecolari da ponti disolfuro.
ACTEMRA  viene  somministrato  per  via  endovenosa,  l'infusione  ha  una 
concentrazione di 20mg per ml. 
Può dare reazioni allergiche tra cui: orticaria ,difficoltà respiratoria, gonfiore al 
viso, alle labbra, alla lingua o della gola. Si possono verificare infezioni gravi e 
talvolta  fatali  durante  il  trattamento  con  il  farmaco.  Inoltre  può  dare  febbre, 
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sintomi influenzali, ulcere della bocca, perdita di peso, piaghe della bocca e della 
gola o sulla pelle, lividi sanguinamento insolito, macchie puntiformi viola o rosso 
[89].
NOOP1
Il clorito di sodio è il componente attivo di NOOP1. Recentemente il clorito di 
sodio ha ricevuto molta attenzione per il trattamento dei pazienti affetti da SLA. 
Prima  dell'insorgenza  della  SLA  si  ha  una  sovra-attivazione  di  cellule 
immunitarie, macrofagi e microglia. NOOP1 somministrato per via endovenosa 
modula l'attivazione dei macrofagi ed è attualmente in fase di studio nella SLA. 
Allo  stato  attuale  NPOO1 non  è  disponibile  al  di  fuori  degli  studi  clinici  di 
ricerca. NOOP1 oltre al clorito di sodio contiene anche il clorato e altri anioni ed 
ha un pH molto più elevato di 12. Secondo McGRATH  e Keuhne, il clorito di 
sodio viene convertito in condizioni acide (come quelle nello stomaco) in biossido 
di  cloro  che  può  essere  velenoso.  La  formulazione  NOOP1  è  sicura  e  può 
rallentare la progressione della SLA [90].
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CAPITOLO 10
                 
FARMACI MULTIFUNZIONALI
ROSAGILINA VK28 HLA20 M30
La rosagilina, VK28,  HLA20 e M30 sono stati progettati per agire sul SNC, non 
sono tossici e superano la barriera ematoencefalica.
Sia la funzione della N-propargilammina della Rosagilina che il gruppo chelante 
del ferro di VK28 hanno funzione neuroprotettiva. Vari studi hanno dimostrato 
che M30 e HLA20 hanno un effetto neuroprotettivo nei confronti del perossido di 
idrogeno.
Rosagilina
Il risultato più importante è che questi composti estendono significativamente la 
durata della vita nei topi G93A-SOD1 e di ritardardano l'insorgenza della malattia. 
Questi farmaci ferro-chelanti con attività neuroprotettiva possono essere utilizzati 
nella terapia della SLA. Studi precedenti hanno evidenziato il coinvolgimento di 
un  accumulo  di  ferro  e  stress  ossidativo  nelle  malattie  neurodegenerative,  in 
particolari  regioni  del  cervello  che  sono associate  a  funzioni  motorie  (regioni 
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extrapiramidali) tendono ad accumulare più ferro rispetto alle regioni non auto-
correlate.  Questo  potrebbe  spiegare  perchè  disturbi  del  movimento  sono 
comunemente associati con uno squilibrio del ferro; il ferro accumulato è come 
una piscina labile, non legato a ferritina, questo ferro libero è il punto chiave della 
neurodegenerazione OS-dipendente.
Il  ferro  ionico  partecipa  alla  reazione  di  Fenton  (Figura  50),  reagendo  con il 
perossido di idrogeno per la produzione di specie reattive dell'ossigeno (ROS) e il 
radicale ossidrile.
Figura 50: reazione di Fenton
La  formazione  di  queste  specie,  in  combinazione  con  la  deplezione  di 
antiossidanti endogeni, in particolare il glutatione ridotto, porta alla formazione di 
ROS con conseguenti danni al DNA, lipidi e proteine e infine morte cellulare. 
Una prima indicazione sul ruolo del ferro nella SLA è stata fornita dagli alti livelli 
di ferro nel SNC di forma sia sporadica che familiare. La transferrina (Tf) una 
proteina plasmatica legante il ferro è localizzata nei neuroni del midollo spinale 
nei pazienti di SLA ciò ha suggerito il coinvolgimento di Tf nella formazione di 
queste inclusioni. Questi farmaci ferro-chelanti atossici multifunzionali derivano 
dal  prototipo  VK28  ibridato  nella  porzione  neuroprotettiva  N-propargilica  dei 
farmaci antiparkinson Rosagelina e Selegilina.
Tra questi nuovi composti M30 e HLA20 sono risultati i più efficaci in quanto 
esercitavano una ferro-chelazione potente. Gli studi hanno dimostrato che M30 ha 
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una significativa attività neuroprotettiva verso la neurotossicità nei topi data da N-
metil-4-fenil-1,2,3,6 tetraidropiridina (MPTP). Questi 3 composti VK28, M30 e 
HLA20 actturano il ferro in eccesso prima che possa scatenare la reazione chimica 
fra  i  radicali  liberi  dell'ossigeno e il  ferro,  una caratteristica di  molte  malattie 
neurodegenerative. A differenza di altri farmaci che sono utilizzati attualmente che 
cercano di sostituire le funzioni perdute dei neuroni morenti, questi nuovi farmaci 
ne arrestano la distruzione stessa [91] (Figura 51).
Figura 51: meccanismo di azione di M30 e HLA20
ERITROPOIETINA
L'eritropoietina (EPO) (Figura 52)  è un ormone, una chemochina coinvolta in 
molti  processi  fisiologici  fuori  dal  midollo  osseo.  Essa svolge  un ruolo molto 
importante nel sistema nervoso centrale come potenziale agente neuroprotettivo. 
Ci sono molte prove che l'EPO protegge le cellule neuronali in vitro e in vivo in 
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modelli  di  lesioni  celebrali,  indipendentemente dalle  sue azioni  eritropoietiche. 
EPO  esibisce  la  sua  azione  neuroprotettiva  attraverso  la  prevenzione  di 
cambiamenti  neuronali  apoptotici.  L'Eritropoietina  agisce  come  fattore 
neuroprotettivo ed è up-regolata dopo il danno neuronale. In uno studio è stato 
osservato che nel liquido cerebro spinale dei malati di SLA la concentrazione di 
EPO era diminuita, si è osservato inoltre che la concentrazione era ridotta anche 
nel siero sopratutto nei pazienti SLA con esordio bulbare, questo ha fatto pensare 
che la somministrazione di EPO può essere un approccio terapeutico nei malati di 
SLA [92].
Figura 52: struttura molecolare dell’eritropoietina
L’eritropoietina  è  uno dei  più  potenti  ormoni  che  il  nostro  corpo è  capace  di 
produrre. E' una molecola capace di regolare la produzione di globuli rossi agendo 
a livello del midollo spinale e al momento è in fase di sperimentazione nella SLA.
È  una  proteina  fondamentale  prodotta  dalle  cellule  peritubulari  dei  reni  degli 
adulti e negli epatociti del feto; inoltre piccole quantità di EPO extra renale sono 
prodotte  nel  fegato  negli  adulti;  quando la  quantità  di  ossigeno circolante  nel 
sangue è bassa, la sua funzione fisiologica è quella di stimolare la produzione di 
globuli rossi al fine di riportare la quantità di ossigeno a livelli normali, per questo 
è  usata  nella  cura  dell'anemia.  Agendo  sulla  produzione  dei  globuli  rossi  è 
possibile fornire ossigeno ai muscoli,  per questo viene utilizzata dagli sportivi; 
quindi l'EPO aumenta la disponibilità di ossigeno ai tessuti muscolari e fornisce il  
recupero fisico durante l'attività sportiva [93]. In uno studio condotto da Koh sono 
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stati  valutati gli effetti di EPO ricombinante umana in un modello di SLA nel 
topo. Il trattamento ha ritardato la comparsa dei sintomi, ha prolungato la durata 




La  L-Acetil  carnitina  è  un  intermedio  metabolico  e  spesso  viene  usato  come 
farmaco neuroprotettivo derivante dalla L-Carnitina, di cui è la forma acetilata; 
viene anche chiamata ALCAR O ALC [95].
L-Carnitina sopprime l'insorgenza della degenerazione neuromuscolare e aumenta 
la durata della vita dei topi con SLA familiare [96].
ALCAR  è  anche  chiamato  Super-Fuel  del  cervello  perchè  aiuta  chiunque  a 
migliorare  le  funzioni  cerebrali  e  nei  topi  affetti  da  SLA ha  dimostrato  di 
prolungare la vita e rigenerare le cellule nervose. Uno studio condotto da Beghi et 
al ha mostrato che ALCAR può prolungare ma anche migliorare la qualità della 
vita nei malati di SLA [97].
SOMATOTROPINA
La  somatotropina  (Figura  53)  è  un  ormone  polipeptico  costituito  da  191 
amminoacidi secreto dal lobo anteriore della ghiandola pituritaria, la sua funzione 
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è quella di promuovere la crescita del corpo in particolare stimolando il rilascio di 
somatomedina che influenza il metabolismo delle proteine, carboidrati e lipidi è 
chiamato anche ormone della crescita (GH o HGH). 
Figura 53: struttura della somatotropina
Fino  al  1985  questo  ormone  veniva  estratto  da  ipofisi  di  cadaveri  umani  e 
utilizzato per il trattamento della bassa statura; questo ormone è costituito da 4 
eliche necessarie per l'interazione con il recettore GH. Nel 1985 l'ormone della 
crescita umano è stato sostituito con quello biosintetico e a partire dal 2005 sono 
disponibili negli Stati Uniti ormoni della crescita ricombinati compresi Nutropin, 
Humatrope, Genotropin, Norditropin, Saizen. Nel 2006 la FDA ha approvato la 
versione rHGH chiamato Omnitrope [98].
Sulla base di effetti trofici dell'ormone della crescita GH sul nervo e sul muscolo è 
iniziata  una  sperimentazione  in  pazienti  di  SLA  con  un  ormone  sintetico 
(Protropin)  ed  è  stato  verificato  un  aumento  di  IGF-1  nel  gruppo  trattato. 
L'ormone della crescita umano HGH stimola la produzione e il rilascio di IGF-1 
che induce la proliferazione e differenziazione cellulare [99]
PROTROPIN (somatrem)
E' un polipeptide prodotto con la tecnica del DNA ricombinante (Figura 54) è 
costituito  da  191  amminoacidi  formano  l’ormone  ipofisario  della  crescita 
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originario più un aminoacido supplementare, la Metionina, sull' N terminale della 
molecola.  È  sintetizzato da uno speciale  ceppo di  batteri  E.  Coli  che  è  stato 
modificato mediante l'aggiunta del gene per la produzione dell'ormone necessario 
alla crescita umana [100].
www.ied.edu.hk
Figura 54: metodo di preparazione di Protropin
ACIDO  TAUROURSODESOSSICOLICO
http// china.chemnet.com
Figura 55: formula di struttura di acido tauroursodesossicolico
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Questo farmaco (la cui formula è rappresentata in figura 55) è anche chiamato 
TUDCA ed  è  la  forma  coniugata  dell'acido  ursodesossicolico  con  la  Taurina. 
Chimicamente è la 3α,7β-diidrossi-5β-colanoiltaurina.
La medicina  cinese  ha  utilizzato  per  centinaia  di  anni  la  bile  nella  cura  degli 
spasmi,  febbre  e  per  migliorare  la  vista.  La  bile  è  sintetizzata  naturalmente  a 
partire dal colesterolo, costituito da composti tra cui l'acido Taurodesossicolico 
(TUDCA),  l'acido  Ursodesossicolico  (UDCA)  e  acido  Chenodesossicolico, 
sintetizzati nel 1954 in Giappone.
L'apoptosi o morte cellulare programmata, è in gran parte regolata dai mitocondri 
che  rilasciano molecole  di  citocromo C e  enzimi  attivati  chiamati  caspasi  per 
propagare una cascata di meccanismi cellulari che portano ad apoptosi. TUDCA 
impedisce l'apoptosi con un ruolo nella via di BAX che è una molecola che viene 
traslocata ai mitocondri per rilasciare citocromo C che attiva l'apoptosi. TUDCA 
impedisce  che  BAX  venga  trasportato  ai  mitocondri  e  questo  protegge  i 
mitocondri dalle caspasi (figura 56). 
Figura 56: meccanismo d'azione di TUDCA
Il fatto che TUDCA sia un antiossidante antiapoptotico e neuroprotettivo del SNC 
sia in vivo che in vitro è stato sperimentato anche nella SLA  in associazione alla 
terapia  convenzionale  per  verificare  se  vi  è  un  potenziamento  terapeutico  nei 
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pazienti affetti da SLA [101]. 
                        
MECOBALAMINA
https//data.epo.org 
Mecobalamina  o  Metilcobalamina  o  MB  è  una  cobalamina  utilizzata  nel 
trattamento della neuropatia periferica, e come trattamento preliminare della SLA. 
La Metilcobalamina è una forma di vitamina B12 e differisce da questa per il fatto 
che  il  Cianuro  è  sostituito  da  un  gruppo  metile.  La  Metilcobolamina  ha  un 
ottaedro e al centro presenta un cobalto (III), si presenta sotto forma di cristalli 
rossi luminosi. Chimicamente è la Metil–5,6-Dimetil Benzimidazolilcobalamina.
Dal punto di vista chimico Metilcobalamina è un composto che presenta legami 
metallo-alchilici.  Negli  ultimi  anni  il  professore  KAJI,  ha  osservato  che  la 
somministrazione di grandi quantità di Metilcobalamina (es 15 e 50mg una volta 
al giorno tramite iniezione i.m.) è efficace nel trattamento dei disturbi dei nervi 
periferici.  Pazienti con SLA mostrano un miglioramento dipendente dalla dose. 
Per sviluppare un trattamento sintomatico per la SLA, sono stati confrontati gli 
effetti di altissime dosi e basse dosi (25 e 0,5mg/die per via i.m.) per 14 giorni. 
Non è stato osservato nessun cambiamento in 12 pazienti che hanno ricevuto un 
basso dosaggio a 2 o 4 settimane dopo l'inizio del  trattamento.  I  pazienti  che 
invece hanno ricevuto alti dosaggi hanno mostrato un miglioramento. Per questo 
motivo è stato consigliato l'uso di 25mg/die di metilcobalamina [102]. 
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CAPITOLO 11
FARMACI E COMPOSTI AD AZIONE NEUROPROTETTIVA 
COME INDUTTORI DI AUTOFAGIA
IL LITIO
Il litio è un metallo prezioso ed i suoi sali sono utilizzati per curare la depressione 
bipolare, come stabilizzanti dell’umore, inoltre recenti studi hanno dimostrato che 
il litio ha un effetto benefico anche nella SLA. Uno studio Italiano ha portato alla 
scoperta che il processo autofagico dei neuroni è un punto cruciale nel decorso 
della  SLA.  Attraverso  l'autofagia  si  ha  la  sostituzioni  di  componenti  cellulari 
danneggiati  o  che  non  sono  più  necessarie  attraverso  la  loro  degradazione 
lisosomiale [103]. La cattiva regolazione del sistema autofagico endolisosomiale è 
causa di morte neuronale. Una delle cause della SLA è un accumulo di aggregati 
proteici  insolubili  ed  anche se  non è  ancora  chiaro  il  ruolo  che  hanno questi 
aggregati proteici, (tossico o protettivo), è chiaro comunque che la formazione di 
questi aggregati proteici è dovuta a uno squilibrio tra generazione e degradazione 
delle proteine mal  ripiegate all'interno delle cellule neuronali.  L'autofagia è un 
processo  importante  in  cui  organelli  difettosi  come  i  mitocondri,  proteine 
aggregate, e altri contenuti cellulari indesiderati sono eliminati in autofagosomi. 
L’autofagia  consiste  in  una  degradazione  lisosomiale  e  implica  una  notevole 
quantità di processi fisiologici come l'omeostasi proteica, la rimozione di agenti 
patogeni, ecc…
Esistono almeno tre forme di autofagia:
a) macroautofagia: digestione di un organello isolato da una doppia membrana 
(vacuolo autofagico o autofagosoma che si fonde con il lisosoma)
b) microautofagia: il lisosoma ingloba direttamente l'organello da digerire 
c)  autofagia:  mediata  da  chaperon  molecolari  che  veicolano  le  proteine  da 
degradare al lisosoma mediante.
70
                                                                                 www.medicina.unifg.it
Figura 57: modalità diverse di autofagia
Nell'autofagia (figura 57) si possono osservare tre fasi successive :
a) formazione dell'autofagosoma
b)  maturazione  e  degradazione  all'interno  dei  lisosomi,  dove  le  molecole 
intrappolate  nell'autofagosoma  sono  degradate  e  i  componenti  possono  essere 
riutilizzati per sintetizzare altre sostanze.
L'autofagia è regolata da un gruppo di proteine dette ATG come ATG7, ATG5 e le 
RabGTPasi, una grande famiglia di piccole proteine G.. La carenza sia di ATG5 
che  quella  di  ATG7 nei  neuroni  provoca  l'accumulo  di  proteine  mal  ripiegate 
proprio come si osserva nei malati di SLA; questa aggregazione proteica provoca 
neurodegenerazione quindi l'autofagia come sistema di “spazzatura”ha un ruolo 
importante  nel  sistema  nervoso  centrale  e  una  disregolazione  del  sistema 
autofagia-endolisosomiale è causa di morte del motoneurone.
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FIGURA 58: endocitosi e sistema autofagia-endolisosomiale nei motoneuroni
L'endocitosi (figura 58) è un processo cellulare che coinvolge l'internalizzazione 
di  una  vasta  quantità  di  molecole  dalla  superficie  della  cellula.  L'endocitosi 





vi sono anche alti percorsi che non dipendono da claritina e caveolina.
Figura 59: endocitosi
L'endocita  media  il  trasporto  di  molecole  carico-specifiche  e  le  consegna  alle 
destinazioni corrette all'interno della cellula. Il trasporto del carico e il traffico 
vescicolare  è  controllato  da  una  varietà  di  Rab-GTPasi.  Diversi  studi  hanno 
dimostrato  che  alcuni  tipi  di  endocitosi  (macropinocitosi)  e  l’autofagia  sono 
regolati  dal  legame di  un  fosfolipde  con una  proteina  annessina  A5,  si  pensa 
pertanto che vi sia un legame tra endocitosi e autofagia.
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Gli autofagosomi nascenti subiscono una maturazione graduale con la formazione 
di  anfisomi  e  autolisosomi.  L'anfisoma è  un compartimento  vescicolare  ibrido 
intermedio  e  contiene  sia  il  contenuto  dell'autofagosoma  che  dell'endosoma, 
mentre gli autolisosomi sono formati da anfisomi o direttamente da autofagosomi 
per fusione dei lisosomi. Per l'autofagia è richiesta la fusione tra endosomi precoci 
e autofagosomi.  Meccanismi molecolari complessi regolano la maturazione dei 
compartimenti  vescicolare/vacuolare intracellulare,  in particolare la classe delle 
fosfatidil  inositolo-3-chinasi  (complessi  pi3k)  che  regolano  positivamente  la 
maturazione di entrambi autofagosomi e endosomi.  All'interno della cellula gli 
autofagosomi ma anche gli endosomi sono mobili e il loro  movimenti sono legati 
i  loro stadi  di  maturazione .La Rab5 e la  Rab7 controllano la  fase iniziale  di 
maturazione e il trasporto assonale retrogrado delle vescicole nei motoneuroni. La 
Snap, una proteina neuronale snare-binding ha la funzione di adattatore e collega 
gli  endosomi  al  complesso  dineina-mediata.  E'  stato  dimostrato  che  gli 
autofagosomi si formano e si fondono con i lisosomi e con gli endosomi tardivi o 
immaturi e la loro maturazione progredisce durante il trasporto lungo gli assoni 
dei  neuroni  dei  gangli  spinali.  La  degradazione  delle  molecole  all'interno  dei 
lisosomi  avviene  attraverso  il  sistema  autofagia-endolisosomiale  in  questo 
processo  sono  coinvolte  due  classi  di  proteine,  le  idrolasi  acide  lisosomiali  e 
proteine  di  membrana  lisosomiali  (LMPS).  Il  posizionamento  lisosomiale  è 
regolato  dalle  condizioni  nutrizionali,  la  fame  induce  rilocalizzazione 
preferenziale dei lisosomi dalla periferia della cellula alle regioni juxtanucleare 
vicino al  centro dell'organizzazione dei microtubuli  (MTOC), regolando cosi il 
flusso  autofagico  nella  cellula.  I  lisosomi  in  completa  maturazione  che 
contengono  idrolasi  lisosomiali  attivi  sono  confinati  nella  regione  prossimale 
degli assoni cosi gli autofagosomi e endosomi formati in assoni devono essere 
trasportati al corpo cellulare per una digestione completa dei loro carichi. Studi 
recenti  hanno dimostrato che un trasporto retogrado Snap-Dineina-Mediata nei 
neuroni provoca l'accumulo di lisosomi immaturi o danneggiati. È Stato inoltre 
dimostrato che vi è un coinvolgimento della via autofagica-endolisosomiale nella 
patogenesi della SLA, nel midollo spinale dei pazienti affetti da SLA sporadica è 
stato osservato un accumulo di  autofagosomi e  questo è  indice di  disfunzione 
autofagica  nella  malattia.  Uno  squilibrio  tra  la  formazione  iniziale  di 
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autofagosoma e le fasi di maturazione con un accumulo di proteine mal ripiegate e 
mal  aggregate  all'interno  della  cellula  provocano  un  disturbo  della  omeostasi 
neuronale che porta alla neurodegenerazione.
Con  la  somministrazione  di  litio  si  ha  induzione  di  autofagia.  Il  farmaco 
maggiormente utilizzato è  il  Carbolitio  che porta  ad una riduzione di proteine 
aggregate e aumenta la durata della vita della SOD1 mutata (G93A).
Il team del professor Fornai  [104] ha dimostrato che il litio oltre che essere un 
induttore dll'autofagia cellulare, diminuisce la proliferazione delle cellule gliali e 
degli agglomerati proteici che sono tossici per le cellule nervose; inoltre induce 
neurogenesi  e  neurodifferenziazione  a  livello  del  midollo  spinale.  La 
somministrazione di litio a pazienti affetti da SLA ha dato risultati incoraggianti 
inoltre i  trial  clinici  in  doppio cieco hanno confermato la  tollerabilità  del  litio 
[105]. Il professor Fornai sostiene che il litio è un forte induttore di autofagia che 
è  deficitaria  nei  pazienti  affetti  da  SLA ed  è  pertanto  un  punto  di  partenza 
fondamentale [106].Uno studio recente ha dimostrato che la somministrazione di 
litio a 44 pazienti ha ritardato la progressione della malattia. Ai  pazienti è stato 
somministrato riluzolo (trattamento farmacologico standard) o la stessa quantità di 
riluzolo più due dosi giornaliere di 150mg di carbonato di litio; tutti i pazienti  
trattati  con il  litio erano vivi alla fine della sperimentazione,  mentre i  pazienti 




Il  Tamoxifene ha dimostrato di essere un inibitore di proteine chinasi (PKA e 
PKC)  che  risultano  aumentate  nel  midollo  spinale  di  pazienti  affetti  da  SLA. 
Secondo  uno  studio  il  Tamoxifene  sembra  prolungare  la  sopravvivenza  in  un 
gruppo di pazienti con SLA, trattati con dosi 20, 30, 40 mg/giorno per un periodo 
di 2 anni. Il beneficio è stato osservato nei pazienti trattati con dosi più elevate 20 
mg/die,  30  mg/die,  40  mg/die  rispetto  a  quelli  trattati  alla  dose  più  bassa  di 
tamoxifene 10 mg/die o 10 mg/settimana. Risultati di sopravvivenza erano simili 
in  uomini  e  donne.  Gli  effetti  secondari  maggiori  sono risultati  le  vampate  di 
calore transitorie che si sono risolti dopo 4-6 settimane. L'unico effetto collaterale 
grave è risultata la trombosi venosa profonda che si è verificata in due pazienti 
trattati con un basso livello di dose di tamoxifene. Il tamoxifene può proteggere i 
nervi motori da un ulteriore deterioramento per prevenire l'infiammazione [107].
Il  Tamoxifene  è  un  profarmaco  che  viene  convertito  nel  nostro  organismo in 




Figura 60: metabolismo del Tamoxifene
RAPAMICINA
La Rapamicina è stata trovata nei batteri raccolti sul suolo dell'isola di Pasqua nel 
1965 ed il suo nome deriva dal nome nativo dell'isola Rapa Nui’. La Rapamicina è 
un  antibiotico,  antimicotico  e  immunosoppressore  comunemente  usato  per 
prevenire il rigetto di organi trapiantati, ed è stata anche dimostrata la sua capacità 
di allungare la vita dei topi vecchi del 9-14% [109].
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Rapamicina
La  TDP-43  è  una  proteina  nucleare  che  è  coinvolta  in  molte  malattie 
neurodegenerative.  Nei  casi  patologici  come  la  SLA la  proteina  TDP-43  è 
ridistribuita dal nucleo al citoplasma dove si accumula. E' stato dimostrato che il 
l’autofagia ha un ruolo preciso nel metabolismo della TDP-43; in particolare è 
stato scoperto che l'inibizione dell' autofagia aumenta l'accumulo dei frammenti 
C-terminali di TDP-43 mentre l'inibizione della mTOR, una proteina chinasi che è 
coinvolta  nella  regolazione dell'autofagia,  riduce  l'accumulo  del  frammento  C-
terminale di 25-kDA e ripristina la localizzazione di TDP-43. L'induzione dell' 
autofagia sembra  essere  un target  terapeutico  valido  nella  SLA. Recentemente 
questa proteina ha dimostrato di essere la principale proteina patologica in una 
vasta gamma di disturbi denominato TDP proteinopatia. Le TDP-43 proteinopatie 
sono caratterizzate da un accumulo anormale di TDP-43 e ciò suggerisce che ci 
sia una disfunzione nei sistemi di controllo intratracellulari (sistema ubiquitina-
proteosoma e il sistema autofagia-lisosoma) che può essere coinvolto nella SLA. 
L’ autofagia è un sistema conservato progettato per la degradazione di proteine 
longeve  in  organelli  detti  lisosomi.  Sono  stati  descritti  tre  tipi  di  autofagia: 
macroautofagia,  microautofagia  e  chaperon  che  mediano  l'autofagia.  La 
macroautofagia  e  la  microautofagia  coinvolgono  la  degradazione  nel  citosol, 
quella  chaperon  mediata  è  un  processo  più  selettivo.  Alcune  prove hanno 
suggerito che una diminuizione del sistema autofagia-lisosoma dipendente dall'età 
porta  ad  un  accumulo  di  proteine  anomale  durante  l'invecchiamento.  La 
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macroautofagia  è  indotta  quando  si  forma  una  membrana  di  isolamento  che 
circonda i componenti citosolici formando un vacuolo autofagico che finirà per 
fondersi  con i  lisosomi  e  per  degradare  le  proteine  nell'organello.  L'induzione 
della  pellicola  di  isolamento  è  regolata  negativamente  da mTOR.  E'  stato 
dimostrato che aumentando l'attivazione autofagica da induttori di mTOR si ha 
effetti benefici nella neurodegenerazione.
E' stato osservato che la Rapamicina ha un grave effetto collaterale può infatti 
aumentare il rischio di diabete, in topi , in ratti e anche negli esseri umani, la 
droga indebolisce la capacità di stabilizzare i livelli di zucchero nel sangue, sia  in  
vivo che in vitro [110].
In particolare è  stato visto che le  persone che utilizzano il  farmaco per lungo 
tempo diventano resistenti all'insulina e intolleranti  allo zucchero: Una ragione 
plausibile  è  che  la  Rapamicina  blocca  la  proteina  TOR.  La  Rapamicina  è  un 
antibiotico  prodotto  da  Streptomyces  Hygroscopicus,  che  ha  una  attività 
antifungina in particolare contro la candida albicans, la Rapamicina dialdeide è 
utile come agente neurotrofico nel trattamento di malattie neurodegenerative quali 
la SLA.
Il termine “Rapamicina dialdeide” comprende esteri, eteri, idrazoni, idrossilamine 
ma anche dialdeidi di Rapamicina in cui sono stati modificati i gruppi funzionali 
sul nucleo della Rapamicina per ossidazione o riduzione. 
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Rapamicina dialdeide
Per ossidazione mediante ozonolisi oltre alla produzione di Rapamicina dialdeide 
si forma anche la Rapamicina 29-enolo.
Rapamicina 29-enolo




Questi composti hanno una certa attività nella neurogenerazione e questo è stato 
confermato  in  alcuni  saggi  farmacologici  testando  Rapamicina  dialdeide  e 
Rapamicina 29-enolica,  su linee cellulari  SH-SY5Y in vitro.  I  risultati  ottenuti 
hanno dimostrato che i composti della presente invenzione sono utili come agenti 
neurotrofici  e  sono  particolarmente  utili  nel  promuovere  la  rigenerazione 
neuronale, il recupero funzionale e per stimolare la crescita dei neuriti e quindi 
trattare  vari  stati  neuropatologici  compresa  la  SLA.  Il  dosaggio  efficace  della 
Rapamicina dialdeide può variare a seconda del particolare composto utilizzato, le 
modalità di somministrazione, la condizione e la gravità della malattia ma anche i 
fattori fisici legati alle condizioni del paziente [111].
SPERMIDINE e RESVERATROLO
Le Spermidine appartegono alla classe delle poliammine e sono  coinvolte nel 
metabolismo cellulare e sono  in grado di inibire l'enzima ossido nitrico sintetasi 
neuronale. Le poliammine Spermidine e Spermina sono espresse in una varietà di 
tessuti  e  sono  coinvolte  nella  regolazione  dell'autofagia,  dell'apoptosi,  nella 
proliferazione cellulare e nella progressione attraverso il ciclo cellulare.
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Figura 62: biosintesi delle poliammine
L' ornitina uno dei composti di partenza per la biosintesi delle poliammine, deriva 
dall'arginina  come  parte  del ciclo  cellulare  dell'urea. L'enzima ornitina 
decarbossilasi produce la putrescina a partire dall’ornitina. L’addizione di gruppi 
amminopropilici alla putrescina porta alla formazione di  spermina e spermidina.
L'autofagia è un meccanismo citoprotettivo e antiinvecchiamento ed è coinvolto in 
una serie di malattie neurodegenerative tra cui la SLA. 
Le  manipolazioni  genetiche  e  farmacologiche  atte  a  indurre  autofagia  hanno 
dimostrato  di  proteggere  la  cellula  dai  danni  altrimenti  letali.  I  promotori  di 
autofagia mantengono alti i livelli di ATP intracellulare e aumentano la capacità di 
resistere  a  stress  metabolici  limitando  l'accumulo  di  proteine  tossiche  tra  cui 
proteotoxin  che  è  responsabile  della  neurodegenerazione.  La  spermidina  ed  il 
resveratrolo  possono  prolungare  la  vita  e  indurre  autofagia  un  meccanismo 
importante come neuroprotezione e sembra avere effetti benefici anche nella SLA. 
Anche se l'autofagia è risultato c un meccanismo autodistruttivo che provoca la 
morte  delle  cellule,  le  evidenze  sperimentali  hanno  dimostrato  che  l'autofagia 
media la citoprotezione, evitando cosi la morte apoptotica o necrotica delle cellule 
stressate. Recenti studi hanno domostarto che l'autofagia è coinvolta anche nelle 
manipolazioni farmacologiche che aumentano la longevità. La somministrazione 
delle  Spermidine  può  prolungare  la  durata  della  vita;  e  allo  stesso  modo  il 
Resveratrolo può attivare l'autofagia nelle cellule di organismi diversi e migliorare 
la funzionalità delle cellule umane che subiscono stress metabolico. Studi genetici 
e  funzionali  indicano  che  la  Spermidina  inibisce  l’istone  acetilasi  mentre  il 
resveratrolo  attiva  l'istone  deacetilasi,  sirtuina-1,  e  conferisce  citoprotezione  e 
longevità [112].  La spermidina ed il  resveratrolo hanno un ruolo essenziale di 
ipoacetilazione nel controllo dell'autofagia e nella regolazione della longevità. Dal 
greco longevità significa ”auto” se stessi,  ”phagy” per mangiare e comporta il 
sequestro e la degradazione da parte di enzimi lisosomiali di organelli vecchi e in 
soprannumero e/o porzioni di citoplasma danneggiate.
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Figura 63: rappresentazione di una ipotetica autofagia
La figura 63 rappresenta la  composizione molecolare dell'”interruttore” di  una 
ipotetica autofagia.  Indipendentemente dal segnale primario,  si  ha una risposta 
omogenea ottenuta mediante l'attivazione indipendente di complessi  molecolari 
organizzati attorno alle IKB chinasi (IKK), p53 citoplasmatico, mTOR e Beclin1. 
All'interno di questi complessi le proteine subirebbero modifiche post-traduzionali 
reversibili  e  o  costituiscono  delle  “navette”  da  un  complesso  all'altro, 
determinando  in  tal  modo  la  funzione  di  interruttore  che  attiva  l'autofagia. 
L'interruttore  dell’autofagia  contiene  diversi  cicli  di  feed-Back  positivi  che 
determinano la sua attivazione.
In  figura  64  è  riportato  un  meccanismo  di  azione  della  spermidina  e  del 
resveratrolo  quali  induttori  di  autofagia.  Il  resveratrolo  è  un  attivatore  della 
deacetilasi Sirtuina-1 mentre la spermidina inibisce uno o più istone acetilasi per 
cui sia  la spermidina che il  resveratrolo dovrebbero favorire  la  ipoacetilazione 
delle proteine. 
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Figura 64: meccanismo di azione di spermidina e resveratrolo
Il resveratrolo è un composto polifenolico, un flavonoide che si trova in alcune 
specie  vegetali,  come  ad  esempio:  more  di  gelso,  noccioline,  uva.  Questa 
molecola  è  stata  utilizzata  per  secoli  nella  medicina  asiatica  come  farmaco 
antiinfiammatorio,  la  sintesi  del  resveratrolo  nelle  piante  è  indotta 
dall’esposizione alle infezioni microbiche, dalle radiazioni ultraviolette ecc…, e 
può essere classificato come fitoalexina (antibiotico prodotto dalle piante quando 
si trovano sotto attacco). Si ritrova nelle foglie, nella buccia e nei chicchi di uva 
ma non nella polpa [113].
Resveratrolo
La struttura del resveratrolo è di tipo stilbenico, con uno scheletro composto da 2 
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anelli aromatici  uniti da un ponte metilico su cui si attaccano 3 gruppi OH in 
posizione 3, 4’ e 5. Grazie alla presenza di due gruppi ossidrilici il resveratrolo è 
in grado di formare un radicale stabilizzato dalla delocalizzazione elettronica su 
due anelli  aromatici  e sul ponte metilenico che li  congiunge ottenendo cosi le 
proprietà antiossidanti dei polifenoli.
CARBAMAZEPINA
Carbamazepina
La carbamazepina è un farmaco utilizzato sopratutto nell'epilessia e il si pensa che 
agisca sui canali del sodio. Come anticonvulsivante provoca una depressione del 
nucleo  ventrale  e  come  antinevralgico  agicse  sul  sistema  nervoso  centrale, 
diminuendo la trasmissione sinaptica che dà luogo alla scarica neuronale, Nella 
SLA viene  somministrato  per  alleviare  crampi  e  fascicolazioni  caratteristici  di 
questa patologia. Nella SLA i crampi non sono dovuti a un accumulo di acido 
lattico nei muscoli o alla perdita di liquidi o sali minerali causati ad esempio da 
una intensa attività fisica ma sono dovuti a una ipereccitabilità dei motoneuroni le 
cui manifestazioni cliniche sono rappresentate dai crampi e fascicolazioni [114].
CAPITOLO 12
 
FARMACI CON DIVERSI MECCANISMI DI AZIONE
TALIDOMIDE
La talidomide, farmaco devastante per il feto sembra avere effetto benefico in una 
84
malattia altrettanto devastante come la SLA.
La talidomide è stata sintetizzata in Germania intorno alla metà del 1950, ed i suoi 
effetti  teratogeni  sono  stati  osservati  presto  in  bambini  nati  con  gravi 
malformazioni.  Le  madri  avevano  assunto  il  farmaco  nei  mesi  iniziali  della 
gravidanza.  per  questo  motivo  nel  1961-1962  la  talidomide  è  stata  tolta  dal 
commercio. Molti ricercatori hanno cercato di scoprire il meccanismo di azione 
con cui  la  talidomide potesse  scatenare  tali  malformazioni  e  nel  1990 è  stato 
scoperto che il farmaco è un inibitore dell'angiogenesi. La talidomide si lega da 
una  proteina  nota  come cereblon  che  è  attiva  durante  lo  sviluppo  embrionale 
[115].
La neuroinfiammazione accompagna molte malattie neurodegenerative come la 
SLA  e  questo  favorisce  il  progredire  della  malattia;  le  cellule  microgliali 
infiammate  producono  un  mediatore  dell'infiammazione  molto  potente,  la 
citochina TNF-α inoltre producono anche specie reattive dell'ossigeno ROS quali 
superossido  e  specie  reattive  dell'azoto  (RNS)  come  l'ossido  nitrico  (NO). 
L'ossido nitrico e le specie reattive dell'ossigeno possono stabilire varie forme di 
interazione in cellule in cui vengono generati i sistemi ROS/RNS intermedi che 
possono danneggiare le membrane cellulari.  La presenza di cellule ossidative è 
coinvolta con l'attività anormale delle cellule nel cervello e nel midollo spinale ed 
è  una caratteristica classica  di  malattie  neurodegenerative.  La talidomide è  un 
inibitore nella sintesi del TNF-α. In genere le cellule microgliali sono implicate 
nel mantenimento dell'omeostasi del microambiente celebrale e questi agiscono 
aumentando  la  clearance  di  detriti  cellulari  da  cellule  morte  o  morenti  e 
rispondono  a  citochine  prodotte  da  altre  cellule  del  sistema  immunitario.  Le 
cellule microgliali in condizioni normali sono descritte come a “riposo”, inattive, 
ma sono pronte ad agire in risposta a qualsiasi stimolazione. Queste cellule in stati 
patologici possono sintetizzare fattori solubili che se non regolati possono indurre 
disfunzione  neuronale  e  degenerazione.  Il  più  importante  tra  questi  fattori  è 
appunto  il  TNF-α.  Nei  pazienti  SLA che  hanno  mutazioni  della  superossido 
dismutasi  (SOD)  la  comunicazione  difettosa  tra  neuroni  e  cellule  microgliali 
scatena  il  rilascio  di  citochine  impropriamente  esagerate  che  inducono ROS e 
RNS provocando  danni  ai  neuroni  e  al  midollo  spinale.  La  talidomide  è  una 
piccola molecola con caratteristiche adeguate, fisico-chimiche, che gli permettono 
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di superare la barriera ematoencefalica e arrivare al cervello e ridurre il tempo di 
dimezzamento di TNF-α.
La talidomide è un farmacoforo utile per sostenere la sintesi e sviluppo di altri 
farmaci [116].
CELECOXIB
Celecoxib (la cui formula di struttura è rappresentata in figura 65) è un farmaco 
antinfiammatorio può proteggere i  nervi  motori  da un ulteriore deterioramento 
bloccando  la  produzione  di  prostaglandine  proinfiammatorie  da  astrociti, 
microglia e altri macrofagi attivati durante il corso della malattia.
Figura 65: formula di struttura del celecoxib
Celecoxib è usato attualmente per trattare la rigidità, gonfiore e dolore causata da 
malattie comuni come l'artrite.  Studi recenti  hanno dimostrato che gli  astrociti 
oltre a prendere glutammato lo sintettizzano e lo rilasciano e questo è stimolato 
dalle prostaglandine tramite un meccanismo calcio-dipendente.  La sintesi  delle 
prostaglandine  all'interno  del  SNC  è  dipendente  dall'azione  catalitica  della 
cicloossigenasi-2 (COX-2). Gli inibitori della cicloossigenasi (il cui meccanismo 
di  azione  è  riportato  in  figura  63)  riducono  marcatamente  la  liberazione  di 
glutammato dagli astrociti e possono avere un effetto terapeutico nella SLA. Le 
COX-2  provocano  infiammazione  e  produzione  di  radicali  liberi  che  possono 
svolgere un ruolo importante nella patogenesi della SLA [117].
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FIGURA 66: meccanismo di azione di prostaglandine e cox nei vari processi biologici
Il Celecoxib è un farmaco approvato dall'  FDA per l'artrite in quanto blocca il 
rilascio di prostaglandine [118].
PIOGLITAZONE 
In Germania è stato avviato uno studio con pioglitazone (Figura 67) nei pazienti 
affetti da SLA, questo farmaco  utilizzato per il trattamento del diabete, sembra 
avere  effetti  neuroprotettivi  e  in  un  modello  animale  di  SLA ha  portato  a  un 
prolungamento della vita.
Pioglitazone
Figura 67: formula di struttura di pioglitazone
Pioglitazone è commercializzato con il nome ACTOS e viene somministrato per 
via  orale;  questo  farmaco  ha  proprietà  antiinfiammatorie  e  potrebbe  essere  di 
beneficio nei pazienti con SLA [119].              
Sono diversi i meccanismi e le vie implicate nella patogenesi SLA (Figura 68) che 
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portano alla morte neuronale. Il pioglitazone attiva PPAR-Y che ha la funzione di 
bloccare  le  vie  infiammatorie  attraverso  la  sovraregolazione  dei  geni-
antiinfiammatori e la sottoregolazione dei geni pro-infiammatori.
Figura 68: meccanismo di azione di pioglitazone
La trascrizione di PPAR-Y nella regolazione del gene bersaglio si verifica quando 
si lega al ligando PPAR-Y e PPAR-Y-RXR eterodimeri formati. poi si lega al pre-
DNA dei geni bersaglio.
Questo percorso cosi importante può essere attivato da agonisti di PPAR-gamma 
ed ha la capacità di bloccare i danni neuropatologici causati dall’infimmazione in 
una malattia come la SLA [120].
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CAPITOLO 13
FARMACI CHE AGISCONO SUL MUSCOLO
CK-2017357
CK 2017357 (Figura 69) è un attivatore del sarcomero ha dimostrato una attività 
farmacologica che può portare a nuove terapie per patologie come la SLA.
Figura 69: formula di struttura di CK-2017357
Questa piccola molecola attivatrice del sarcomero  scheletrico potrebbe migliorare 
le  condizioni  di  vita,  le  prestazioni  funzionali  di  malati  di  SLA. CK-2017357 
aumenta  la  sensibilità  del  sarcomero al  calcio  con conseguente  aumento  della 
forza muscolare sheletrica e rallentamento del tempo di affaticamento muscolare.
Sperimentazioni recenti  hanno dimostrato che i  sarcomeri,  le  più piccole unità 
contrattili dei muscoli scheletrici possono essere bersagli farmacologici . 
E' stato aperto uno studio sulla tollerabilità, la sicurezza e l'efficacia nelle persone 
affette da SLA. 
Il 10 settembre del 2012 Cytokinetics ha avviato uno studio sperimentale di fase 
2b del composto, lo scopo è stato quello di valutare la sicurezza, la tollerabilità e 
l'efficacia  di  questo composto  nelle  persone affette  da SLA. Alle  400 persone 
affette da SLA che hanno partecipato alla sperimentazione,  è stata  misurata  la 
funzionalità  muscolare,  respiratoria  e  scheletrica.  Il  farmaco  ha  provocato  un 
aumento  della  forza  muscolare  dovuta  ad  una  maggiore  sensibilità  delle  fibre 
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muscolari al calcio.
Le 400 persone malate di SLA inserite nella sperimentazione in Europa e negli 
Stati Uniti  sono stati divisi casualmente in: un gruppo di trattamento e un gruppo 
placebo.
Il gruppo di trattamento ha ricevuto 2 volte al giorno dosi di CK-2017357 per 3 
mesi. Il gruppo di controllo ha invece ricevuto una sostanza inattiva (placebo).
Coloro che assumono riluzolo al momento dell'iscrizione e che sono assegnati al 
gruppo di trattamento assumono 50 mg al giorno di Rilutek 
Gli investigatori hanno misurato le variazioni della funzione motoria con scala-
prevised  utilizzata  dai  medici  per  valutare  la  progressione  dei  sintomi  nelle 
persone  con  SLA,  è  stata  valutata  poi  la  misura  della  funzione  muscolare 
polmonare, respiratoria e scheletrica. I dati completi di fase 2 hanno rilevato che il 
farmaco è ben tollerato e sicuro e non si hanno differenze notevoli tra le persone 
che assumono riluzolo e quelle che non lo assumono. Le analisi hanno suggerito 
un miglioramento sulla funzionalità polmonare e del muscolo. Nella seconda fase 
di  sperimentazione,  la  somministrazione  di  CK-2017357  sembra  essere 
generalmente  sicura  e  ben  tollerata.  I  partecipanti  alla  sperimentazione 
prendevano CK-2017357, 2 volte al  giorno alla dose di 250mg e come per la 
prima prova questo studio non è stato designato per valutare l'efficacia del CK-
2017357  ma  è  stata  osservata  un  miglioramento  a  livello  muscolare  e  nella 
funzionalità  polmonare.  I  dati  di  un  precedente  studio  clinico  di  fase  2a,  ha 
valutato le dosi singole di CK-2017357 in tutte e 3 le fasi ed il farmaco è risultato 
sicuro e ben tollerato ed ha mostrato miglioramento delle capacità funzionali e 
della forza dei muscoli respiratori e scheletric. CK-2017357 ha dimostrato effetti 
farmacocinetici  clinicamente  rilevanti  in  una  prova  di  fase  2a  della 
sperimentazione clinica su pazienti malati di SLA. In questa sperimentazione sono 
state somministrate singole dosi di CK-2017357 ed è stato osservato che sono ben 
tollerate;  inoltre  gli  investigatori  hanno  rilevato  nei  pazienti  una  variazione 
positiva dello stato generale dei pazienti a 6 ore dopo la somministrazione del 
farmaco, sulla base di una valutazione globale. Dati di tale studio clinico hanno 
dimostrato un aumento statisticamente significativo del volume massimo di aria 
che  il  paziente  potrebbe  inspirare  e  espirare  sia  dopo  6  che  dopo  24  ore  la 
somministrazione di 500mg di CK-2017357 e anche un aumento della forza di 
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alcuni gruppi muscolari [121]. 
CK-2017357   aumenta  la  sensibilità  del  sarcomero  al  calcio  con  conseguente 
aumento  della  forza  muscolare  scheletrica  ed  il  rallentamento  del  tempo  di 
affaticamento  muscolare.  I  sarcomeri  sono  le  più  piccole  unità  contrattili  dei 
muscoli scheletrici; i filamenti di actina e di miosina sono organizzati da una fitta 
rete di proteine che hanno funzione strutturale e di segnalazione e che formano il 
citoscheletro del sarcomero (la cui struttura è rappresentata in figura 70).
Figura 70: struttura del sarcomero
Le  fibre  muscolari  scheletriche  (la  cui  struttura  è  rappresentata  in  figura  71) 
appaiono  striate  e  multinucleate,  controllano  i  movimenti  del  corpo  e  si 
contraggono  in  risposta  a  stimoli  che  provengono  dal  motoneurone.  Ciascuna 
miofibrilla è costituita da diverse proteine: miosina,  actina che sono contrattili 
tropomiosina e troponina che sono proteine regolatorie, titina e nebulina che sono 
proteine accessorie. Un’ altra proteina che fa parte di questa famiglia è obscurina 
che però si trova concentrata alle periferie dove è opportunatamente posizionata 
per comunicare con il mioplasma circostante. Questa distribuzione unica consente 
di impegnare obscurina come parte  integrante del reticolo sarcoplasmatico (sr) 
della membrana. Obscurina associa anche  l'apparato contrattile attraverso il suo 
legame  con  tinina,  miosina  sarcomerica.  Nel  muscolo  scheletrico  il  filamento 
spesso di miosina è organizzato in modo che le teste di miosina siano raggruppate 
all'estremità mentre nella regione centrale vi è un fascio di code di miosina.
La miosina è costituita da due catene pesanti  e da due catene leggere ed ogni 
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coppia di catena leggera è legata al dominio globulare di ciascuna catena pesante. 
I dimeri di tropomiosina si dispongono in sequenza con disposizione testa-coda 
formando un filamento elicoidale che si estende lungo il polimero di actina.
I filamenti  spessi  e sottili sono connessi da ponti trasversali  detti anche ponti  
crociati, costituiti dalle teste di miosina che si legano ai filamenti di actina. La g-
actina  ha  un  singolo  sito  di  legame  per  la  testa  di  miosina.  Il  sarcomero  è 
costituito  da 2 dischi  z  (sono strutture proteiche che fungono da attacco per  i 
filamenti sottili) e dai filamenti tra essi compresi.
Fibra muscolare
Figura 71: struttura della fibra muscolare
Il reticolo sarcoplasmatico  avvolge ogni singola miofibrilla, il sistema dei tubuli 
T è strettamente associato al reticolo sarcoplasmatico ed è in continuità con la 
membrana di superficie della fibra muscolare. La funzione dei tubuli a T è quello 
di permettere ai potenziali di azione di passare velocemente all'interno della fibra 
muscolare.
Quando il sarcomero si contrae, il filamento sottile di actina scivola sul filamento 
di miosina spostandosi verso la linea M al centro del sarcomero. La banda A non 
si  modifica  in  lunghezza,  ma  sia  la  banda I  che  la  zona  H si  accorciano  e  i 
filamenti  si  sovrappongono.  La  forza  che  spinge  il  filamento  di  actina  è  il 
movimento  dei  ponti  crociati  di  miosina.  Nello  stato  rilassato  la  tropomiosina 
blocca parzialmente i siti di legame dell'actina e della miosina. La contrazione 
inizia quando il Ca++ si lega alla troponina C. Il legame con il Ca++ cambia la 
conformazione della molecola di tropomiosina  e scopre il resto del sito di legame 
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della miosina. Il CK-2017357 sposta la sensibilità delle miofibrille veloci al calcio 
di >10 volte in modo dipendente dalla concentrazione. Questo composto attiva 
specificatamente miofibrille veloci senza alcun effetto sulle miofibrille lente. Una 
titolazione  colorimetrica  isotermica  indica  che  il  nuovo  farmaco  si  lega 
direttamente alla troponina  scheletrica veloce con  una costante di dissociazione 
nel sub nanomolare, mentre esperimenti con il chelante del calcio fluorescente 
Quin-2  dimostrano  che  CK-2017357  rallenta  la  dissociazione  del  calcio  dalla 
troponina  (figura  72).  Questa  capacità  di  stabilizzare  il  complesso  calcio-
troponina il CK-2017357 aumenta lo sviluppo di forza muscolare, suggerendo che 
questo  farmaco  possa  aumentare  la  potenza  in  malattie  in  cui  la  funzione 
muscolare è compromessa come nella SLA .
Figura  72:  meccanismo  di  azione  di  CK-2017357 (modificato  da  Alessandra  Da 
Mommio)
I motoneuroni inviano i segnali di contrazione ai muscoli scheletrici attraverso 
imput  che  arrivano  dal  SNC.   L'acetilcolina  proveniente  dal  motoneurone  e 
innesca un potenziale di azione nella fibra muscolare che a sua volta scatena una 
contrazione: si ha un accoppiamento eccitazione-contrazione.
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Figura 73: potenziale di azione
Il recettore colinergico nicotinico lega 2 molecole di acetilcolina e apre un canale 
che permette l'ingresso di Na+  quando questo supera l'uscita di ioni K+  e la fibra 
muscolare  si  depolarizza.  L'acetilcolina  viene  rilasciata  dal  motoneurone 
somatico, apre i canali ionici presenti sulla placca motrice e si forma un potenziale 
di azione (nella figura 73 è riportato il meccanismo) che corre lungo le membrane 
della fibra e lungo i tubuli T.
Figura 74: apertura dei canali al calcio
Quando  il  potenziale  di  azione  raggiunge  un  recettore  diidropiridina  (DHP), 
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l'interazione meccanica tra il recettore e il reticolo sarcoplasmatico apre i canali al 
Ca++ (il meccanismo è riportato nella figura 74). L'apertura di questi canali rilascia 
il Ca++ nel citoplasma, il quale si combina con la troponina e inizia la contrazione. 
Per  mezzo  di  una  Ca++-ATPasi  il  Ca++ viene  riassorbito  dal  reticolo 
sarcoplasmatico ed il muscolo si rilascia.
La tensione generata da un muscolo è direttamente proporzionale all'interazione 
tra filamenti spessi e filamenti sottili.  La tensione sviluppata dalla contrazione 
riflette  direttamente  la  lunghezza  dei  sarcomeri  prima che  la  contrazione  inizi 
Ogni  sarcomero  si  contrarrà  con  il  massimo  della  forza  se  è  alla  lunghezza 
ottimale. La teoria dello scorrimento dei filamenti prevede che la tensione che la 
fibra muscolare può generare è proporzionale al numero di ponti trasversali che si 
formano  tra  filamenti  spessi  e  filamenti  sottili.  La  contrazione  del  muscolo 
scheletrico dipende dal rifornimento continuo di ATP presente nel muscolo. La 
forza di contrazione aumenta con la sommazione delle scosse muscolari; una fibra 
muscolare risponde con una scossa e se gli  stimoli sono separati nel tempo, il 
muscolo si rilassa completamente. Variando la frequenza dei potenziali di azione 
nella  fibra  è  possibile  aumentare  la  tensione  sviluppata  da  una  singola  fibra 
muscolare  variando  la  frequenza  dei  potenziali  d’azione  nella  fibra,  che  sono 
provocati  dal  rilascio  di  acetilcolina  da parte  dei  motoneuroni.  La SLA è una 
malattia  caratterizzata  da  atrofia  muscolare,  quindi  non  si  ha  più  contrazione 
muscolare e l'unità motoria è compromessa (unità motoria è un gruppo di fibre 
innervate da un solo motoneurone). Il numero di fibre muscolari in una  unità 
motoria è variabile. Nei movimenti fini come quelli della mano una unità motoria 
può contenere poche fibre, nei muscoli usati per camminare per stare in piedi, un 
singolo motoneurone può innervare centinaia di fibre muscolari, il muscolo può 
generare contrazioni graduate di varia forza e durata in quanto è composto da 
molte  unità  motorie  di  vari  tipi  e  questo  gli  permette  di  variare  il  tipo  di 
contrazione cambiando i  tipi  di  unità motorie.  Il  nuovo farmaco emergente ha 
dimostrato di migliorare le capacità funzionali dei muscoli scheletrici appunto e 
anche la loro resistenza [122] .
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ACE-031
La perdita della massa muscolare e della forza del muscolo è collegata a molte 
malattie neurodegenerative come la SLA. ACE-031 è una proteina ricombinante 
costituita dalla porzione extracellulare del recettore umano ActRIIB collegato a 
una porzione di anticorpo umano.
La  crescita  muscolare  è  regolata  da  proteine  della  superfamiglia  TGF-β che 
funzionano  da  interruttori  molecolari;  la  miostatina  (GDF8)  interagisce  con  il 
recettore ActRIB e invia un segnale di “off” per frenare la crescita muscolare. È 
stato osservato che quando questi interruttori sono assenti la crescita muscolare 
aumenta perchè gli  esseri  umani,  i  topi,  i  pesci  ecc… hanno una mutazione a 
livello della GDF8.. La miostatina è un membro della superfamiglia del fattore di 
crescita  trasformante  beta  ed  è  un  regolatore  negativo  della  massa  muscolare 
scheletrica. La miostatina è sintetizzata principalmente dai muscoli scheletrici e 
circola nel sangue come complesso inattivo composta dal suo propeptide e altri 
inibitori e sembra agire a livello della cellula muscolare satellite. Esso si lega con 
alta  affinità  al  recettore  chinasi  Ser/Thr  ActRIIB  sul  muscolo  scheletrico  e 
trasduce un segnale che induce traslocazione di un complesso Smad al nucleo con 
conseguente  attivazione  di  una  varietà  di  geni.  Un'altra  interazione  coinvolta 
nell'attivazione del recettore è quella delle ALK-4 e ALK-5.
La neutralizzazione della miostatina porta a un aumento della massa muscolare e 
si ha ipertrofia che spesso è 2-3 volte maggiore della normale massa muscolare. 
La  miostatina  modula  anche  la  rigenerazione  muscolare  e  la  mancanza  di 
miostatina nei topi accelera la rigenerazione. Un nuovo modo per curare malattie 
degenerative del muscolo come la SLA è quello di neutralizzare la miostatina e 
ACE-031 ha proprio questa funzione.
Sono stati effettuati studi clinici con questo antagonista della miostatina, ACE-
O31, (Figura 75) riguardanti  la distrofia muscolare ma nessun studio clinico è 
stato avviato sulla SLA. La somministrazione a volontari sani in fase 1 di studio 
di  una  singola  dose  di  ACE-031  ha  aumentato  la  massa  magra  e  il  volume 
muscolare; studi con dosi multiple hanno evidenziato gli stessi risultati della dose 
singola cioè ACE-031 è ben tollerato e ha la potenzialità per stimolare la massa 
magra e il volume muscolare [123].  
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Figura 75: meccanismo di azione di ACE-031
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OZANEZUMAB GSK 1223249
I risultati di studi effettuati da un team francese di neurologi su un campione di 
biopsia muscolare hanno messo in evidenza la presenza di una proteina chiamata 
NOGO-A (Figura 76) che si è rilevata importante nel diagnosticare la SLA. In 
questa sperimentazione P.-F. Pradat al Hopital de la Pitiè-Salpetriere a Parigi, ha 
studiato  33  persone  sottoposte  a  biopsia  muscolare  durante  il  work-up 
diagnostico. Sono stati misurati i livelli di NOGO-A nei campioni bioptici e hanno 
poi osservato i pazienti per un anno. I ricercatori hanno riscontrato NOGO-A in 17 
pazienti  e  non  è  stato  trovato  nei  restanti  16.  Dei  17  pazienti  i  cui  muscoli  
contenevano la proteina, 15 di loro hanno sviluppato la SLA. Dei 16 pazienti in 
cui NOGO-A era assente nei muscoli solo uno ha sviluppato la SLA [124]. 
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Figura 76: Nogo-A muscolo e motoneurone
Nel 1990 Schwab, et al, dimostrarono come l'anticorpo IN-1, un anticorpo attivo 
contro  la  mielina  tuttora  non  identificato,  stimoli  la  rigenerazione  del  tratto 
corticospinale  dei  ratti.  Queste  osservazioni  convinsero  molti  ricercatori   ad 
affermare che vi era qualcosa a livello della mielina centrale che blocca la crescita 
assonale. Schwab e colleghi impiegarono 10 anni per isolare e identificare il gene 
per  la  proteina  ora  chiamato  NOGO-A.  La  sintesi  e  la  messa  appunto 
dell'anticorpo NOGO ha richiesto 20 anni dalla scoperta iniziale [125]. NOGO-A 
è un potente inibitore della crescita del neurite in vitro e svolge un ruolo sia nella 
limitazione della rigenerazione assonale dopo lesione sia nella plasticità strutturale 
del SNC dei vertebratisuperiori [126].
I tre principali prodotti proteici della reticulon 4 (RTN4) sono (NOGO-A, NOGO-
B e NOGO C).  Gli  ultimi 188 amminoacidi nel terminale carbossilico (il  cosi 
detto  dominio  RTN  )  sono  comuni  nelle  3  isoforme.  Il  dominio  RTN  delle 
proteine  NOGO  contiene  due  tratti  lunghi  idrofobici,  ciascuno  dei  quali  è 
abbastanza  lungo da  estendersi  il  doppio  della  membrana cellulare.  Essi  sono 
collegati  tra  loro da un segmento chiamato NOGO-66 (1b).  L'inibizione della 
crescita  dei  neuriti  è  associata  al  dominio  extracellulare  di  NOGO-A,  in 
particolare il frammento NOGO-DELTA 20 (mostrato in marrone ) e NOGO-66 
loop (in rosso) che è presente in tutte e tre le isoforme NOGO è situato tra i  
domini di transmembrana. Il dominio NOGO-A specifico viene codificato da un 
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singolo esone e inibisce la crescita dei neuriti attraverso il legame del suo sito 
inibitorio (che è il dominio NOGO-66 ) con il recettore NOGO-1 (NgR1) che 
forma un complesso con la proteina di transmembrana Lingo 1e P750 O TROY. 
questo porta,  attraverso meccanismi ancora sconosciti,  ad un aumento di CA2+ 
intracellulare con attivazione delle RHO e delle chinasi (figura 77).
Figura 77: domini, localizzazione e siti di legame della proteina NOGO. Struttura delle 
principali isoforme e i loro domini funzionali
Il farmaco in fase di sperimentazione GSK1223249, sviluppato dalla Glaxo Smith 
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Kline per trattare la SLA va ad inibire la proteina che impedisce la crescita dei 
nervi.  Ozanezumab (GSK1223249) è un anticorpo monoclonale umanizzato,  si 
lega alla proteina di transmembrana NOGO-A.
Ozanezumab
Il  gruppo  di  ricerca  del  professor  Martin  E.Schwab  dell'istituto  di  ricerca 
dell'università di Zurigo e del politecnico federale hanno dimostrato la presenza di 
proteine inibitorie che si trovano sopratutto nel nastro isolante naturale -la guaina 
mielinica- che avvolge le fibre nervose nel cervello e nel midollo spinale. Nella 
sclerosi laterale amiotrofica si ha una degenerazione dei motoneuroni che provoca 
paralisi,  i  nervi che servono da connessione tra il cervello e il midollo spinale 
sono interrotti, i comandi provenienti dal cervello non raggiungono più il midollo 
spinale  e  la  mancanza  di  rigenerazione  porta  a  paralisi.  Questa  incapacità  di 
rigenerarsi è dovuta alla presenza di inibitori di crescita della guaina mielinica e il 
GSK 1223249 sembra avere un ruolo chiave nel bloccare la proteina NOGO-A 
che blocca la crescita dei nervi ozanezumab, antagonizza la funzione biologica di 
NOGO-A consentendo un recupero funzionale del neurone [127].
Nel dicembre del 2012 è iniziato uno studio clinico di fase 2 di GSK 1223249 nel 
trattamento  della  SLA e l’ultimo aggiornamento  risale  al  7  febbraio  2013.  La 
sperimentazione  cerca  di  valutare  la  sicurezza  e  l'efficacia  di  ozanezumab 
(GSK1223249)  rispetto  al  placebo  in  soggetti  con  SLA.  Dopo  un  periodo  di 
screening di 4 settimane i soggetti idonei vengono randomizzati (1:1) per ricevere 
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placebo per via endovenosa o 15mg/kg di ozanezumab ogni 2 settimane per un 
periodo di 48 settimane. I 294 soggetti  saranno randomizzati da 37 centri in tutto 
il mondo. Lo scopo primario è quello di valutare l'effetto della ozanezumab sulla 
funzione  fisica  e  la  sopravvivenza  dei  soggetti  affetti  da  SLA. nel  periodo di 
trattamento di 4 . Inoltre  viene valutata anche la funzione respiratoria, la forza 
muscolare, la pregressione della malattia e la sopravvivenza [128].
CAPITOLO 14
FATTORI DI CRESCITA
I fattori di crescita sono delle proteine, servono allo scambio di informazioni tra le 
cellule.  L'informazione  viene  trasmessa  attraverso  il  legame  tra  il  fattore  di 
crescita ed il proprio recettore. Ogni fattore di crescita  ha delle delle cellule target 
e funzioni specifiche.  Le cellule target sono: MSCS adulte,  osteoblasti,  cellule 
endoteliali,  cellule  dell'epidermide,  condrociti.  A livello  dei  tessuti  connettivi  i 
fattori di crescita regolano la crescita (prima dell'età adulta), regolano il ricambio 
di tessuti, riparano dalle lesioni. I fattori di crescita sono prodotti da numerosi tipi 
di cellule e da piastrine. Nella comunicazione inter-cellulare ogni cellula necessita 
di  una  serie  di  segnali  provenienti  dall'esterno;  questi  segnali  regolano  la 
sopravvivenza della cellula, la divisione, il differenziamento, l'apoptosi, inducono 
la proliferazione e modificano l'espressione genica.
VEGF  è  il  fattore  di  crescita  endoteliale  ed  è  un  induttore  di  angiogenesi  e 
linfoangiogenesi  ed  è  un  mitogeno  specifico  per  le  cellule  endoteliali.  La 
trasduzione del segnale coinvolge il legame con i recettori della tiroxina chinasi e 
ciò  permette  la  proliferazione  delle  cellule endoteliali,  la  migrazione  e  la 
formazione di nuovi vasi. La modulazione dell'espressione di VEGF crea nuove 
possibilità  terapeutiche.  L'angiogenesi  è  soggetta  ad  un  sistema  di  controllo 
complesso  con  fattori  pro-angiogenici  o  anti-angiogenic.  La  crescita  dei  vasi 
sanguigni è regolata da  stimolazione ma anche da inibizione e vi deve essere un 
equilibrio fisiologico.. 
Perchè il VEGF è importante per la SLA?
In vitro VEGF sembra sostenere la salute delle cellule nervose: quelle sottoposte a 
stess  sopravvivono  più  a  lungo  in  presenza  di  VEGF  e  varie  ricerche  hanno 
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dimostrato  che  VEGF  può  proteggere  dalla  SLA.  La  progressione  della  SLA 
riduce i livelli di VEGF nel liquido cerebrospinale.
VEGF è stato somministrato in pazienti affetti da SLA, ci sono due piccoli studi 
clinici e al momento attuale lo scopo è quello di verificare la sicurezza di VEGF, 
capire quale è la migliore forma da usare, i dosaggi giusti.
VEGF è un fattore angiogenico prototipo, ma è stato dimostrato che è implicato in 
malattie neurodegenerative, tra cui la degenerazione dei motoneuroni, per questo è 
stato  preso  in  considerazione  come  agente  neuroprotettivo  per  patologie 
neurodegenerative. VEGF è implicato in ogni tipo di disturbo angiogenico, anche 
quelli associati a cancro, infiammazione, ischemia e neurodegenerazione. VEGF 
nel sistema nervoso non si limita soltanto a regolare la crescita dei vasi ma ha 
anche  effetti  diretti  su  cellule  neuronali  tra  cui  le  cellule  staminali  neuronali 
(NCS).  Quindi  esiste  un  legame  tra  angiogenesi  e  neurogenesi  e  questo  è 
importante per decifrare la patogenesi di molte malattie.
Studi  genetici  hanno  mostrato  che  livelli  bassi  di  VEGF  provocano  la 
neurodegenerazione e compromettono la perfusione dei tessuti neuronali (Figura 
78); infatti i topi con livelli ridotti di VEGF a causa di una delezione mirata della 
proteina  in  risposta  all'ipossia  nel  promotore  del  gene  VEGF  sviluppano  la 
degenerazione del motoneuronecome come nella SLA. 
Figura  78:  bassi  livelli  di  VEGF  causano  SLA.  Bassi  livelli  di  VEGF  alterano  la 
perfusione del midollo spinale e causano ischemia cronica dei motoneuroni.  
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Anche nei pazienti di SLA è stata riscontrata una riduzione del flusso ematico 
della regione cerebrale. Questi risultati sono considerati dovuti al danno neurale e 
all  neurodegenerazione  che  si  manifestano  particolarmente  nell'età  adulta 
considerando che i motoneuroni sono suscettibili ai radicali liberi generati durante 
l'ischemia  e  che  il  rilascio  di  specie  reattive  dell'ossigeno  aumenta  con  l'età. 
VEGF  colpisce  il  tono  vascolare  controllando  il  rilascio  di  ossido  nitrico 
vasorilascante  da  parte  delle  cellule  endoteliali.  VEGF  serve  anche  per  il 
funzionamento dei nervi autonomi perivascolari che regolano il tono vascolare e 
la  perfusione  tissutale.  Studi  su  topi  suggeriscono  che  bassi  livelli  di  VEGF 
provocano  la  degenerazione  dei  nervi  autonomi  perivascolari.  Ischemia  e 
infiammazione  accompagnano  la  neurodegenerazione.  La  mancata 
neuroprotezione  da  parte  di  VEGF può  essere  un  meccanismo  di  causa  della 
degenerazione  dei  motoneuroni  che  causano  la  SLA.  VEGF  è  espresso  nel 
midollo spinale in neuroni e cellule gliali, mentre VEGFR-2 e neuropilin-1 sono 
espressi nei motoneuroni. Tutte queste molecole sono necessarie per coordinare 
un  effetto  neuroprotettivo.  L'iperespressione  neurale  di  VEGFR-2  ritarda 
l'insorgenza  della  degenerazione  dei  motoneuroni  nella  SOD-1(topi  G39A)  un 
modello  murino  di  SLA.  Alcuni  studi  recenti  in  vitro  hanno  dimostrato  di 
proteggere  i  motoneuroni  in  coltura  contro  la  morte  in  condizioni  di  ipossia, 
stress  ossidativo,  eccitotossicità  indotta  da  glutammato  o  tossicità  indotta  dal 
mutante  SOD-1 indicando che  VEGF ha  un effetto  neuroprotettivo  diretto  sui 
motoneuroni. VEGF stimola anche la crescita e la sopravvivenza delle cellule di 
Schwann in condizioni di ipossia aumenta la proliferazione e la migrazione degli 
astrociti e di cellule della microglia.
Il  dr.Carmeliet  professore  di  medicina  presso l'università  di  Lovaio  a  Leuven, 
Belgio, e altri studiosi hanno dimostrato che anomalie nell'espressione del fattore 
di  crescita  vascolare  e  endoteliale  svolge  un  ruolo fondamentale  nella SLA. 
VEGF  era  stato  clonato  originariamente  come  una  molecola  che  colpisce 
l'angiogenesi. Era stato sviluppato un topo transgenico per chiarire l'effetto della 
ridotta  espressione  di  VEGF  nella  cardiopatia  ischemica  e  nella  malattia 
cardiovascolare  periferica,  e  si  stavano  ricercando  strategie  per  distruggere  il 
VEGF  al  tessuto  ischemico;  invece  hanno  scoperto  che  un  abbassamento 
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dell'espressione di VEGF causa la degenerazione dei motoneuroni nei topi simile 
a quella osservata nei malati di SLA. Nel tessuto sano, una carenza di ossigeno 
provoca una sovraregolazione di VEGF che a sua volta innesca una maggiore 
erogazione di ossigeno al  sito ipossico e impedisce l'ischemia; viceversa senza 
VEGF sufficiente il tessuto colpito, come i motoneuroni, diventa ischemico e le 
cellule muoiono. Carmeliet ha dimostrato che l'eliminazione di una regione del 
gene  del  VEGF in condizioni  di  bassi  livelli  di  ossigeno non solo provoca  il 
mancato aumento della produzione di VEGF in risposta all'ipossia, ma produce 
anche direttamente la SLA  nei topi. UIl danno principale della SLA è una ridotta 
capacità  respiratoria  perchè  i  muscoli  del  diaframma  diventano  denervati,  i 
pazienti vanno incontro a periodi di ipossia. La respirazione assistita è infatti una 
conseguenza devastante della malattia [129] .
VEGF è una proteina solubile e esiste in varie isoforme costituite da 206, 189, 165 
e  121  amminoacidi.  La  specie  molecolare  predominante  è  VEGF-165  che  si 
presenta come una glicoproteina cioè una proteina alla quale sono attaccati dei 
residui zuccherini che le permettono l'adesione  ai recettori di membrana [130].
SNN0029 oVEGF165
sNN0029 è un farmaco che contiene dosi molto basse di proteina VEGF naturale, 
che  ha  dimostrato  di  migliorare  la  resistenza  muscolare  e  una  sopravvivenza 
prolungata nel modello animale affetto da SLA, la somministrazione del farmaco 
è stata fatta direttamente in una delle cavità riempite di fluido nel cervello. In 
pazienti con SLA sono stati dimostrati disturbi nella capacità di produrre VEGF e 
questo a supportato l'ipotesi che la somministrazione di sNN0029 può rallentare 
la  progressione  della  malattia  [131].  È stato  fatto  uno  studio  per  valutare  la 
sicurezza  e  la  tollerabilità  della  somministrazione  intracerebroventricolare  di 
sNN0029 ai pazienti affetti da SLA, con un catetere impiantato a pompa.
Lo studio dovrà valutare anche:
a) elettrocardiogrammi, segni vitali e test di laboratorio.
b) gli eventi avversi ed i prelievi relativi agli eventi avversi.
c) possibili cambiamenti patologici nel cervello e nel midollo spinale
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d)  possibili  segni  di  emorragia  intracranica  o  perdita  di  sangue  nel  cervello 
valutata  nel  liquido  cerebrospinale  raccolto  attraverso  la  puntura  lombare  e 
cervicale
e) posizionamento del catetere.
f) l'effetto della somministrazione intracerebroventricolare di sNN0029 durante il 
decorso della malattia.
g) valutare i livelli di VEGF165 nel liquido cerebrospinale raccolto attraverso la 
puntura lombare [132].
SB-509
SB-509 è un attivatore trascrizionale del fattore di crescita vascolare endoteliale 
(VEGF-A)  che  ha  dimostrato  un  ruolo  chiave  nella  SLA.  Le  mutazioni  che 
riducono i livelli di espressione di VEGF-A sono collegati con la progressione 
della SLA. Nel liquido spinale dei malati di SLA sono stati trovati livelli ridotti di 
VEGF-A nel liquido spinale. SB-509 è una formulazione iniettabile del DNA del 
plasmide che mette un fattore in un codice DNA-legante della trascrizione della 
proteina della barretta dello zinco (zep TF) TM, progettata per sovraregolare il 
gene  del  VEGF-A  di  sviluppo.  SB-509  ha  una  azione  neuroprotettiva  e 
neurotrofica.  C'è  un  disperato  bisogno  di  nuove  terapie  per  frenare  il 
deterioramento  inarrestabile  della  funzione  muscolare,  danno  provocato  dalla 
SLA: la capacità di mantenere la forza muscolare e il deterioramento potrebbe 
avere un impatto significativo sulla qualità di vita delle persone affette da SLA. 
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IGF-1 o SOMATOMEDINA
Figura 79: struttura di IGF-1
IGF-1 o insulin-like growth-1 (Figura 79) può proteggere il deterioramento dei 
nervi motori e promuovere la crescita e la rigenerazione degli assoni dei nervi 
motori e la loro innervazione nei muscoli. Il fattore di crescita insulino simile ha 
una  struttura  simile  a  quella  dell'insulina,  è  un  ormone  di  natura  proteica,  è 
importante nei processi di crescita del bambino e mantiene i suoi effetti anabolici 
anche  nell'età  adulta.  E'  un potente  ormone prodotto  sopratutto  dal  fegato  ma 
anche da altri tessuti e nei condrociti che regolano la sintesi della cartilagine. La 
somatomedina una volta prodotta viene liberata nel circolo dove si lega a proteine 
specifiche dette IGF-BP (IGF-binding proteins o proteine di trasporto di IGF1). La 
funzione  di  queste  proteine  è  quella  di  aumentare  l'emivita  plasmatica 
dell'ormone.  IGF-1  ha  la  funzione  di  promuovere  la  proliferazione  e  la 
differenziazione  cellulare,  soprattutto  a  livello  cartilagineo  e  muscolare.  La 
produzione  locale  di  IGF-1  è  importante  perchè  gli  effetti  di  questo  ormone 
ricadono direttamente sulle cellule vicine (azione paracrina). Nel muscolo esiste 
una isofoma IGF-1 chiamata MGF (fattore di crescita meccanico). Per svolgere la 
sua  azione  IGF-1  si  deve  legare  a  specifici  recettori  cellulari  che  si  trovano 
sopratutto a livello muscolare, osseo, cartilagineo, cutaneo, nervoso e renale. La 
ricerca  si  sta  concentrando  sull'uso  di  questo  ormone  nella  cura  di  diverse 
patologie  tra  le  quali  la  SLA [133].  IGF-1  può  infuenzare  vari  aspetti  della 
degenerazione dei motoneuroni e della patogenesi della SLA. Gli effetti di IGF-1 
sono mediati in motoneuroni, muscoli e cellule gliali attraverso l'attivazione di 
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IGF-IR,  la  successiva  attivazione  di  IRS,  e  l'attivazione  a  valle  dei  principali 
percorsi di sopravvivenza legate tra P13K/AKT e P44/42 MAPK, l'attivazione di 
questi percorsi può funzionare in modo autocrino, cioè promuovendo direttamente 
la sopravvivenza dei motoneuroni stessi o agire in modo paracrino attraverso gli 
effetti  sulle  cellule  di  supporto  mediando  il  rilascio  di  molecole  tossiche  o 
infiammatorie o su fibre muscolari che funzionano per aiutare nella manutenzione 
delle giunzioni muscolari e di conseguenza impedire la morte dei motoneuroni 
stessi (il meccanismo di azione è rappresentato nella figura 80) [134].
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Figura 80: meccanismo di azione di IGF-1
Gli studi nel 1990 hanno dimostrato effetti contrastanti,  l'IGF-1 è una proteina 
naturale che svolge un ruolo importante nella crescita umana e nello sviluppo, 
appartiene  a  un gruppo di  sostanze  chimiche  chiamate  fattori  neurotrofici  che 
contribuiscono alla  crescita  e  alla  sopravvivenza dei  neuroni  (cellule  nervose). 
Come potenziale terapia IGF-1 è stato sviluppato con il marchio Myotrophin: due 
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studi clinici di Myotrophin somministrato per via sottocutanea in pazienti affetti 
da SLA nel 1990 ha portato a risultati non soddisfacenti. Il primo studio in nord 
America ha verificato un effetto benefico mentre un secondo studio europeo non 
ha dimostrato nessun beneficio anzi si sono verificati più decessi tra i pazienti che 
hanno ricevuto il farmaco rispetto a quelli che hanno ricevuto il placebo. Appel ha 
notato  che  la  proteina  potrebbe  avere  un  effetto  benefico  se  somministrata  in 
modo  diverso,  per  esempio  il  rilascio  di  IGF-1  potrebbe  avvenire  attraverso 
cellule virali-vettore. Un' altra possibilità potrebbe essere quella di somministrare 
IGF-1  cambiando  la  struttura  della  proteina  o  la  modalità  di  rilascio.  Una 
variazione  strutturale  di  IGF-1  che  ha  raccolto  interesse  è  IPLEX,  una 
formulazione che comprende il legame di tre proteine con IGF-1. Nel corpo IGF1 
è collegato a  proteine leganti  che prolungano la  sua utilità  e  contribuiscono a 
indirizzarlo ai tessuti: IPLEX viene somministrato per via sottocutanea.
Un altro modo di approccio per il rilascio di IGF1 è la terapia genica che può 
avere maggiore successo nel raggiungere il sistema nervoso centrale ed il midollo 
spinale.
Figura 81: i geni racchiusi in virus adeno-associato (AAV veicolo di consegna) vengono 
iniettati nel muscolo. Da lì viaggiano attraverso le fibre nervose.
Un metodo proposto  prevede di  introdurre  i  geni  per  IGF1 in  adeno-associati 
vettori virali (AAV) e iniettarli nel muscolo in maniera che possono viaggiare nel 
sistema  nervoso  (Figura  81).  Nel  2003,  Jeffrey  Rothstein  e  colleghi,  hanno 
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effettuato uno studio su animali. I topi con una malattia simile alla SLA trattati 
con con terapia genica IGF1 sono sopravvissuti 37 giorni di più rispetto a quelli 
non trattati. Brian Kaspar, ha anche dimostrato che la somministrazione di AAV di 
IGF1 nel midollo spinale può allungare la sopravvivenza nei topi con una malattia 
simile alla SLA. Le differenze tra la somministrazione della proteina IGF1 per via 
sottocutanea, come è stato fatto nei tre test clinici umani con IGF1 e l'iniezione di 
una versione modificata di esso o la somministrazione tramite la terapia genica 
possono essere le cause di successo o di fallimento per la terapia della SLA. La 
ricerca ha fatto molta strada da quando è stato sviluppato Myotrophin; allora si 
pensava che la molecola proteica potesse raggiungere in qualche modo il sistema 
nervoso compromesso dalla SLA (che non ha fatto), oppure che  l'effetto positivo 
sulle fibre muscolari poteva mantenere la forza nei malati dopo distruzione delle 
cellule  nervose  (questo  non  è  avvenuto).  Negli  ultimi  anni  le  ricerche  hanno 
dimostrato che i geni, che sono molto più piccoli delle proteine possono essere 
indirizzate nel tessuto muscolare e da qui raggiungere le cellule nervose [135] .  
IPLEX (mecasermina rinfabato)
IPLEX è un farmaco basato sul fattore di crescita insulino-1 naturale (IGF-1). Nel 
corpo umano, l'80% di IGF-1 è legata a una proteina molto specifica IGF binding 
protein-3(IGFBP-3).  Insmed  è  l'unica  azienda  al  mondo  che  può  produrre  la 
combinazione di queste due proteine. Questo farmaco è prodotto negli USA ed è 
approvato dalla FDA per il trattamento di gravi patologie. In pazienti  affetti da 
SLA che hanno ricevuto IPLEX sono stati riscontrati miglioramenti significativi: 
vi è stato un rallentamento notevole della progressione della malattia [136].
Mecasermina rinfabato però può causare un temporaneo aumento della pressione 
arteriosa  all'interno  del  cervello  e  questo  porta  a  dolori  agli  occhi,  nausea  e 
vomito.  Può causare un problema osseo chiamato epifisiolisi  femorale e anche 
ipoglicemia che può provocare vertigini, mal di testa, stanchezza, irrequietezza, 
fame,  irritabilità,  difficoltà  di  concentrazione,  sudorazione,  nausea,  battito 
cardiaco veloce e irregolare, apnea del sonno, difficoltà a deglutire, dolore, lividi, 
arrossamento cutaneo, ecc… [137].
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Attualmente  esiste  un  solo  farmaco,  il  cui  principio  attivo,  costituito  dalla 
molecola  rhIGF-1-rhIGF-1BP3 è  in  grado di  arrestare  la  SLA e  migliorare  la 
qualità della vita e oggi rappresenta la cura più appropriata per affrontare questo 
male, il problema di questa terapia è dovuto alla scarsa reperibilità del farmaco 
perché é prodotto da poche case farmaceutiche e richiede tempi di preparazione 
lunghi in quanto si tratta di biotecnologie. La Insamed lo produce e lo vende solo 
su richiesta dello stato italiano, non lo vende ai privati perchè, a causa dell'elevato 
costo,  non  sarebbe  accessibile  a  tutti.  L'11  novembre  del  2006  l'AIFA in  un 
documento ha regolarizzato la fornitura ai pazinti affetti da SLA del farmaco IGF-
1/IGF-BP3  a  carico  del  SSN.  Sulla  base  delle  osservazioni  riportate  nel 
documento,  note  le  sperimentazioni  condotte  con  IGF1  e  IGF-BP3,  la 
commissione tecnico scentifica dell'AIFA ritiene che:
a) non vi siano i presupposti per fornire gratuitamente,  i farmaci IGF1/IGF-BP3 
per il trattamento di pazienti affetti da SLA.
b) l'uso di IGF-1 e di IGF-BP3 nella SLA non è supportato da strumenti normativi  
né da basi scientifiche
c)  esiti  rilevanti  per  il  paziente,  come  la  sopravvivenza,  non  sono  mai  stati 
indagati, quindi in questo senso l'IGF1 non è un farmaco salvavita.
d) le attuali conoscenze scientifiche non giustificano un uso di prodotti IGF-1 e 
IGF-1/IGF-BP3 nella SLA al di fuori della sperimentazione.
Pertanto l'AIFA sostiene che non vi siano i presupposti per fornire gratuitamente, a 
carico del SSN questi farmac. Il Ministero è stato sollecitato a promuovere uno 
studio  clinico  anche  sull'efficacia  del  comlesso  IGF-1-IGF-1BP3;  c’è  una 
situazione  di  grande  incertezza  sia  burocratica  che  amministrativa  e  anche 
scientifica che si ripercuote sui malati di SLA. Sarebbe pertanto giusto garantire 
l'erogazione del  farmaco,  tuttavia  l'esigenza di  tutelare  i  diritti  dei  pazienti  ha 
trovato riconoscimento in una mozione del Consiglio regionale delle Marche e un 
provvedimento  della  Regione  Toscana  e  forse  occorrerebbe  un provvedimento 
nazionale per la fornitura del farmaco ai malati di SLA previa prescrizione del 
farmaco da parte di medici specialisti [138].
A  causa  di  considerazioni  generali  e  brevetti  Iplex,  il  farmaco  costituito 
dall'ormone della crescita IGF-1 e proteine di legame, è stato tolto dal commercio 
negli STATI UNITI e quindi non è più disponibile per i pazienti affetti da SLA. 
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IPLEX è sostituito da Increlex che non contiene le proteine di legame e non ha 
mostrato  lo  stesso  beneficio  di  Iplex.  IGF1-IGFBP3  è  uscito  dal  commercio 
nell'agosto  del  2009.  Increlex  (o  Myotropin)  è  IGF-1  libero,  refrigerato  e 
appravato dalla FDA per il trattamento di pazienti affetti da SLA. Iplex e increlex 
sono farmaci diversi  nella formulazione, nello stoccaggio, consegna e dosaggio 




Le cellule staminali sono dei precursori delle cellule specializzate che vanno a 
costituire i tessuti.  Le cellule specializzate vivono solo un periodo di tempo e, 
determinato il  numero di esse,  questo deve essere costantemente mantenuto: il 
compito delle cellule staminali è quello di ripristinarle. Le cellule staminali hanno 
la capacità di dividersi asimmetricamente, la cellula dà vita ad una cellula identica 
alla cellula madre assicurando l'autoriproduzione e la nuova cellula è in grado di 
differenziarsi nella cellula specializzata (figura 82). 
                                                                  http://www.nationalacademies.org/stemcells
Figura 82: le cellule staminali sono materie prime del corpo, cellule da cui sono generate 
tutte le altre cellule con funzioni specializzate.
Le cellule  staminali  si  distinguono per  la  loro  potenzialità  di  differenziazione. 
L'uso di cellule staminali embrionali (in vivo) consente di evitare il rigetto delle 
stesse  dall'organismo  del  ricevente  perchè  l'espressione  di  antigeni  di 
istocompatibilità non è presente in  queste  cellule  oppure è minima. Le cellule 
staminali sono quelle cellule il cui destino non è ancora deciso, nelle fasi iniziali 
dello sviluppo umano, le cellule staminali, situate nell'embrione, sono diverse da 
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tutti i tipi di cellule esistenti nell'organismo. Queste cellule staminali embrionali 
hanno  il  potere  di  curare  vari  tipi  di  malattie.  Le  cellule  staminali,  possono 
trasformarsi  in  sangue,  ossa,  cervello,  muscoli,  pelle  e  altri  organi,  sono 
indifferenziate per cui possono formare qualsiasi tipo di cellula adulta. Le cellule 
staminali embrionali umane sono derivate da embrioni fecondati con meno di una 
settimana di età. Quando uno spermatozoo feconda un uovo e crea una singola 
cellula,  la cellula ha il  potenziale di formare un organismo completo e si  dice 
totipotente, nelle prime ore dopo la fecondazione la cellula si divide in cellule 
totipotenti identiche, dopo quattro giorni le cellule iniziano a specializzarsi e a 
formare una sfera cava di cellule chimata blastocisti, questa ha uno strato esterno 
di cellule e all'interno della sfera cava vi è un gruppo di cellule chiamato massa 
cellulare interna, le cellule della massa cellulare interna possono essere usate per 
sviluppare linee di cellule staminali  pluripotenti e possono sviluppare qualsiasi 
tipo di tessuto che costituisce il corpo. Le cellule staminali pluripotenti subiscono 
una ulteriore specializzazione in cellule staminali multipotenti che danno origine a 
cellule con una particolare funzione, ad esempio le cellule staminali multipotenti 
nel cervello danno luogo a diversi tipi di cellule neuronali e glia [140].
CELLULE FONDAMENTALI NELLA SLA.
I  motoneuroni  che  sono stati  molto  studiati  dagli  scienziati,  i  nervi  che  sono 
costituiti da lunghe fibre che escono dai motoneuroni. I corpi cellulari di questi 
motoneuroni si trovano nel midollo spinale, qui sono circondati,  protetti e nutriti 
da una varietà di  cellule chiamate cellule gliali.  Il supporto dei motoneuroni è 
particolarmente  critico  e  le  richieste  metaboliche  sono  molto  esigenti.  I  corpi 
cellulari dei motoneuroni sono visibili solo al microscopio, le loro fibre chiamate 
assoni devono percorrere un metro o più per raggiungere i muscoli delle dita delle 
mani e dei piedi. Le cellule gliali aiutano i motoneuroni a mantenere opportune 
funzioni  metaboliche  e  di  fornire  un  approvvigionamento  sufficiente  a  livello 
delle  terminazioni  nervose  a  cambiamenti  drastici  nella  concentrazione  di 
molecole trasmettitore, alcuni tipi di cellule gliali servono anche come mediatori 
immunitari del sistema nervoso. La ricerca si stà rivolgedo a capire il ruolo tra 
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glia e morte dei motoneuroni.
TIPI DI CELLULE GLIALI
Le  cellule  gliali  (figura  83)  sono  gli  astrociti  che  spazzano  le  molecole  del 
trasmettitore in eccesso, gli  astociti favoriscono la crescita e la riparazione dei 
neuroni.
Figura 83: tipi di cellule gliali
Microglia sono le cellule immunitarie residenti nel sistema nervoso e sono attivati 
nella fase iniziale della SLA malattia e quando sono attivate reagiscono al danno 
emettendo modulatori immunitari che sono destinati ad esere protettivi.
Un altro tipo di cellule gliali sono gli oligodentrociti che creano la mielina che 
avvolge l'assone di ogni motoneurone; la mielina funge da isolante e permette la 
trasmissione rapida di segnali e di conseguenza si ha la contrazione del muscolo. 
Alcune  malattie  neurodegenerative  come  la  SLA  attaccano  direttamente  gli 
oligodentrociti  provocando  danni  irreparabili  del  sistema  nervoso.  Le  cellule 
staminali embrionali potrebbero avere anche il ruolo di sostituire queste cellule o 
comunque riparare il danno che porta alla morte del motoneurone. La scoperta di 
queste  cellule  staminali  embrionali  umane  e  il  loro  isolamento  e  la  loro 
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propagazione in coltura  con la potenziale capacità di svilupparsi in tutti i tipi di 
tessuto del corpo è importante nella terapia medica [141].
POTENZIALI  APPLICAZIONI  DI  CELLULE  STAMINALI  COME 
TERAPIA DELLA SLA 
I danni provocati dalla SLA a livello del sistema nervoso centrale sono devastanti 
a  causa  dell'incapacità  dei  neuroni  centrali  di  rigenerarsi  e  di  formare  delle 
connessioni apppropriate per ripristinare la funzione,  le conseguenze dei danni 
neuronali  sia  nel  cervello  che  nel  midollo  spinale  e  non è  solo  una  pausa  di  
comunicazione tra neuroni sani e la loro destinazione ma una cascata di eventi che 
portano  alla  morte.  Le  cellule  staminali  si  possono  differenziare  in  neuroni  e 
questo è una speranza di cura nella SLA sia attraverso la stimolazione di cellule 
staminali residenti nel cervello adulto sia attraverso il trapianto di cellule staminali 
endogene.  Studi interessanti  eseguiti  sul  topo hanno messo in  evidenza che le 
cellule  del  midollo  osseo  trapiantate  nel  topo  possono  migrare  nel  cervello  e 
svilupparsi in cellule che sembrano neuroni. Questo dimostra che il midollo osseo 
può  essere  una  fonte  disponibile  di  cellule  neurali  con  il  potenziale  per  il 
trattamento di disturbi neurologici e permette di superare i problemi etici.
Diversi studi hanno dimostrato che il trapianto di cellule staminali neuronali nel 
midollo spinale di un modello murino di SLA rallenta l'insorgenza della malattia e 
la  progressione;  questa  terapia  migliora  la  funzione  motoria  e  prolunga  la 
sopravvivenza.  Le  cellule  staminali  neurali  trapiante  non  sostituiscono  quelle 
deteriorate ma aiutano con la produzione di fattori che servono a mantenere la 
salute e la funzione delle cellule nervose rimanenti  dell'ospite,  hanno anche la 
capacità di ridurre l'infiammazione e sopprimono il numero di cellule che causano 
le malattie nel midollo spinale. Pertanto è stato scoperto che le cellule staminali 
neurali  producono molecole  protettive  e  stimolano le  cellule  ospiti  a  produrre 
molecole protettive [142] .
La svolta alla ricerca nella terapia con cellule staminali embrionali umane è stata 
data da Eggan e colleghi i quali hanno prodotto linee di cellule staminali umane 
da cellule di pazienti adulti affetti da SLA. Questi ricercatori hanno trasformato 
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cellule della pelle raccolte da pazienti anziani con SLA in cellule staminali (ips), 
cellule pluripotenti indotte per poi dirigere la loro differenziazione in motoneuroni 
distrutti dalla malattia. Eggan ha detto “nessuno è mai riuscito a isolare questi  
neuroni da un paziente e farli crescere in un piatto” questo permetterà di studiare i 
neuroni e capire cosa sta succedendo nel processo della malattia. Le cellule della 
pelle usati nell'esperimento provenivano da due pazienti della Columbia, uno di 
89 anni e l'altro di 92 anni, entrambi con una una lieve forma di SLA. In uno Di 
questi la malattia era causata da una singola mutazione genetica. La semplicità 
genetica di questa forma di SLA e il fatto che è ereditata dovrebbe assicurare che 
queste  linee  cellulari  staminali  dovrebbero  cedere  alla  malattia.  Il  passo 
successivo ha detto Eggan “è quello di produrre neuroni da cellule ips sviluppate 
da una persona normale e sana e di cercare di determinare cosa c'è di diverso nei 
neuroni di pazienti affetti da SLA”[143].
E'  stato  scoperto  che  il  sistema  nervoso  centrale  contiene  delle  regioni 
neurogeniche  ricche  di  cellule  staminali  neurali  (CSN)  e  questo  ha  aperto  la 
speranza di poter utilizzare tali cellule nella cura della SLA. Le CNS sono dei 
precursori multipotenti che crescono e si rinnovano e mantengono stabilmente la 
capacità di generare cellule celebrali mature e hanno anche la funzione di riparare 
i danni neurali nei disordini neurodegenerativi. Vescovi e un gruppo di ricercatori, 
hanno messo a punto un metodo che consente la proliferazione ed espansione ex-
vivo di cellule staminali derivanti da tessuto neurale umano, che possono essere 
crio conservate e differenziate in neuroni, astrociti ed oligodentrociti mantenendo 
sia  la  multipotenza  che  la  capacità  di  differenziare  correttamente.  E'  stato 
dimostrato che attraverso un trapianto sistemico di cellule staminali neuronali in 
un  modello  murino  di  demielinizzazione,  le  cellule  trapiantate  si  integrano 
nell'area danneggiata del sistema nervoso centrale e qui differenziano in cellule 
celebrali  mature.  All'interno  di  queste  aree  il  numero  di  oligodentrociti  è 
aumentato significativamente ed è stato rilevato un processo di re-mielinizzazione 
ed  una  riduzione  dell'astrogliosi,  è  stata  osservata  una  riduzione  dell'area 
demielinizzata  e  una  diminuizione  della  perdita  neuronale  [144].  Le  cellule 
staminali isolate e amplificate in coltura possono essere indotte a rilasciare fattori 
di crescita e a differenziarsi in cellule gliali in seguito al trapianto nel midollo 
spinale; uno studio ha dimostrato che le cellule progenitrici neurali umane (hNPC) 
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possono essere modificate per produrre fattori di crescita, come ad esempio le il 
fattore  neurotrofivo  derivato  dalle  cellule  gliali  cell  (GDNF)  che  in  genere  è 
difficile da veicolare nel midollo spinale; quando queste cellule sono trapiantate in 
un modello di ratto SLA, si differenziano in cellule con proprietà astrocitarie e 
continuano  a  rilasciare  GDNF e  proteggono i  motoneuroni  dall'apoptosi  ma  a 
livello delle giunzioni neuromuscolari non vi è stato nessun effetto benefico. Per 
risolvere  questo  problema  gli studiosi  hanno  modificato  le  cellule  staminali 
mesenchimali  umane  (hMSC)  in  maniera  che  possano  rilasciare  GDNF  e 
trapiantarle nel muscolo del ratto malato di SLA. Gli studiosi hanno osservato che 
le  cellule  sopravvivono  e  rilasciano GDNF  e  agiscono  anche  a  livello  della 
degenerazione neuromuscolare;  gli  animali curati  così sono sopravvissuti  più a 
lungo. La combinazione tra il trapianto di cellule staminali nel midollo spinale e il 
rilascio di fattori di crescita direttamente nel muscolo scheletrico può essere una 
valida terapia nella malattia del motoneurone [145].
TRAPIANTO DI CELLULE STAMINALI CELEBRALI UMANE IN UN 
PAZIENTE AFFETTO DA SLA.
Le cellule sono state prelevate dal tessuto celebrale di un feto morto per cause 
naturali, la tecnica tutta italiana messa a punto nel 1996 da Vescovi professore di 
biologia cellulare all'università la Bicocca di Milano. L’uso di cellule staminali 
celebrali umane si solleva da qualsiasi problema etico perchè provenienti da un 
frammento di tessuto celebrale prelevato da un singolo feto deceduto per cause 
naturali, utilizzando una procedura analoga a quella della donazione volontaria di 
organi negli individui adulti. Le cellule di questo donatore saranno sufficienti per 
l'intera  sperimentazione  e  quelle  successive  che  la  stessa  equipe  sta  già 
organizzando su altre malattie neurodegenerative. La sperimentazione è partita da 
Terni ed è soggetta a un protocollo rigido e severo e non prevede di spedire le 
cellule  staminali  ad  altri  ospedali,  perchè  nel  momento  del  loro  trasporto  le 
cellule,  che sono un farmaco,  rischiano di  essere alterate  se  non si  rispetta  al 
massimo la catena del farmaco stesso. La procedura del trasporto delle cellule 
deve essere rispettato con una sorta di bollino blu, inoltre quando arrivano nell'  
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ospedale dove le cellule andranno trapiantate, le cellule devono trovare lo stesso 
identico ambiente del laboratorio dove sono state estratte. Il primo trapianto in 
Europa, con cellule staminali celebrali umane, è stato eseguito su un ragazzo di 31 
anni. Il paziente ha ricevuto tre iniezioni nel midollo spinale lombare, ciascuna di 
un volume di 15 millesimi di millilitro, per un totale di circa due milioni e mezzo 
di  cellule  staminali  celebrali,  che  sono  state  trapiantate  in  prossimità  dei 
motoneuroni..  Questa  nuova tecnica si  pensa che possa rallentare la morte  dei 
motoneuroni e quindi la progressione della malattia. Il paziente trapiantato si è 
svegliato in buone condizioni respira in maniera autonoma e le sue condizioni 
cliniche sono soddisfacenti.  Il trapianto eseguito a Terni non è una cura per la 
SLA;  l'operazione  è  infatti  la  prima  di  18  che  verranno  eseguite  a  scadenza 
mensile in altri malati, per mettere a punto un trial clinico di fase1 autorizzato 
dall'Istituto  Superiore  della  Sanità,  questa  sperimentazione  serve  a  valutare  la 
sicurezza delle procedure di trapianto e l'innoquità delle cellule, non si tratta di 
una cura per la SLA. Le condizioni cliniche dei pazienti sarà monitorata nei mesi 
e anni a seguire. La speranza è che la malattia possa fermarsi [146].
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CAPITOLO 16
FARMACI  AD  AZIONE  ANTIOSSIDANTE  
EDARAVONE
Figura 84: formula di struttura di Edavarone
Edavarone reagisce con le specie ROS; è uno scavenger dei radicali liberi che è 
stato approvato in Giappone nel 2001 come agente terapeutico per ridurre i danni 
causati da ictus ischemico. Lo stress ossidativo è uno dei meccanismi patogenetici 
che causano la SLA. Uno studio aperto con Edaravone ha suggerito che è sicuro e 
può ritardare la progressione della malattia ed è risultato un agente terapeutico 
promettente per le malattie del motoneurone tra cui la SLA [147].  
Edaravone ha 3 forme tautomeriche: l'ammina, cheto e la forma enolica (Figura 
85). A pH fisiologico Edaravone esiste in forma anionica e questo gli permette di 
reagire con le specie ROS.
Figura 85: forme tautomeriche di Edaravone
In  figura  86  è  riportato  ipotetico  meccanismo  di  scavenging  di  radicali  di 
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Edaravone. 
Figura 86: meccanismo di azione di Edavarone
Il trasferimento di elettroni da anione Edaravone ai radicali (X), con la formazione 
del corrispondente radicale anionionico (X-) e Edaravone radicale, che interrompe 
la  reazione  di  ossidazione  della  catena  dei  lipidi.  Il  radicale  Edaravone  si 
trasforma in 4,5-dione passando attraverso la formazione di Edaravone radicale 
perossilico  per  reazione  con  ossigeno  molecolare,  seguita  da  idrolisi  per  dare 
OBP. Si  ha  poi  la  formazione  di  BPOH che è  in  equilibrio  con 4,5-dione  ed 
Edaravone.
PRAMIPEXOLO
Entrambi  gli  enantiomeri  di  Pramipexolo  (Figura  87),  oltre  alla  loro  attività 
dopaminergica sono in grado di conferire effetti neuroprotettivi dovuti alla loro 
capacità di accumularsi nel cervello, cellule e mitocondri dove detossificano da 
ROS; tuttavia l'uso chimico di antiossidante a livello mitocondriale è improbabile 
perchè  le  alte  dosi  necessarie  per  l'azione  antiossidante  in  vitro  non  sono 
raggiungibili in vivo a causa di effetti collaterali dopaminergici.
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Figura 87: formule di struttura degli enantiomeri di Pramipexolo
 Il Pramipexolo è un farmaco indicato nel trattamento del morbo di Parkinson e 
della sindrome delle “gambe senza riposo (RLS). Pramipexolo è classificato come 
agonista della dopamina non ergolina.
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CAPITOLO 17
FARMACI CHE INTERFERISCONO CON RNA
Principali geni implicati nella SLA 
In figura 88 sono rappresentati i geni coinvolti nella SLA.
Figura 88: rappresentazione schematica di geni implicati nella SLA
Le alterazioni di ATXN2 aumentano il rischio di SLA nel 1-4% dei casi (Figura 
89).
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Figura 89: intermedio di lunghezze ATXN-2 polyQ espansioni legate alla SLA
Un gruppo selezionato di pazienti affetti da SLA (n = 65), quelli con espansioni 
poly Q  nel gene ATXN 2 ha mostrato una più bassa età di esordio.
Espansioni del dominio (polyQ) per le  polyglutamine (s34) in ATAXN2 sono la 
causa di atassia spinocerebellare di tipo 2 (SCA2). Recenti studi hanno suggerito 
che una lungezza intermedia (27-33) di espansioni aumentano il rischio di SLA 
nel 1-4% dei casi in diverse popolazioni. E' stato fatto uno studio-indagine sulla 
popolazione turca in relazione al rischio di SLA ed i risultati hanno confermato 
che  31-32  ripetizioni   polyQ  nel  gene  ATXN2  sono  associati  al  rischio  di 
sviluppare SLA nel  1,7% del gruppo [148].
Sono state trovate tre mutazioni diverse del gene optineurion nelle persone affette 
da SLA.
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Le mutazioni del gene optineurin (OPTN) sembrano causare SLA, ma può essere 
anche la causa di glaucoma che porta a cecità. I ricercatori hanno scoperto che 
optineurin inibisce NF-KB, fattore di trascrizione legato alla SLA, la confluenza 
di tre mutazioni diverse del gene optineurin  nelle persone affette da SLA sono 
prove evidenti che le mutazioni causano la malattia.
Optineurin ha avuto il suo nome grazie al suo ruolo nel glaucoma. Esso è espressa 
nell'occhio  e nel cervello, così come in altri tessuti nervosi. Optineurin interagisce 
con  circa  otto  o  dieci  proteine,  e  tra  queste  interazioni  optineurin  inibisce 
l'apoptosi, l'infiammazione-promozione della proteina TNF-ALFA. Mutazioni più 
gravi causano la SLA mutazioni più lievi causano il glaucoma. TNF-alfa attiva il  
fattore di trascrizione NF-KB che promuove la risposta allo stress della cellula e 
upregola OPTN, creando un anello di retroazione. La presenza di optineurin in 
inclusioni di molti campioni di SLA suggeriscono che si tratta di  una componente 
comune  nella  SLA.  Alcuni  ricercatori  pensano  che  gli  inibitori  di  NF-KB 
potrebbero  alleviare i sintomi della SLA. Inoltre è stato osservato che optineurin 
ha  altre  funzioni  ad  esempio  è  coinvolto  nel  trasporto  intracellulare   e  nel 
metabolismo dell'RNA, due attività cellulari legate alla SLA [149].
Le alterazioni dell’angiogenina ono alla base del 2,3% dei casi di f SLA e di oltre 
1% dei casi sporadici.
Uno studio clinico avviato in Irlanda e in Scozia ha identificato diverse mutazioni 
del  gene dell’angiogenina,  sia in  casi  sporadici  che familiari   L'angiogenina è 
espressa a livelli elevati nel sistema nervoso in via di sviluppo, sia nel cervello che 
nel midollo spinale, prevalentemente nei neuroni e la sua attività è importante per 
l'estensione del neurite. L'angiogenina è anche espresso nei motoneuroni adulti e 
ha dimostrato di proteggere i motoneuroni maturi danneggiati dalla malattia come 
eccitotossicità (CA++ provoca lesioni dovute ad una iperattivazione del recettore 
glutammato),  stress  e  ipossia  del  reticolo  endoplasmatico.  L'angiogenina  ha 
aumentato la durata della vita e il miglioramanto della funzione motoria nei topi 
SOD1  G93A.  Non  è  ancora  chiaro  cosa  può  scatenare  la  progressione  della 
malattia, una possibilità interessante è un modello in cui un segnale di tensione 
iniziale (“hit”) farebbe scattare neurotossicità.  In questo contesto l’angiogenina 
potrebbe funzionare come messaggio di salvataggio per gli astrociti. La perdita 
della funzione del gene angiogenina può aumentare notevolmente la suscettibilità 
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dei motoneuroni allo stress indotto dalle lesioni. Dal punto di vista terapeutico la 
somministrazione di angiogenina potrebbe essere un approccio per il trattamento 
della SLA e altri disturbi neuro degenerativi [150].
SOD1 costituisce il 20% delle mutazioni alla base dei casi familiari di SLA.
Le  mutazioni  sono  distribuite  su  tutto  il  gene,  gran  parte  di  esso  è  di  tipo 
dominante.
Sono state trovate almeno 170 mutazioni del gene SOD1 che possono essere la 
causa di SLA. In circa la metà di tutti gli americani con SLA causate da mutazioni 
del gene SOD1 hanno una particolare mutazione che sostituisce l'amminoacido 
alanina con l'amminoacido valina in posizione 4 dell'enzima. Questa mutazione 
A4V è tipicamente associata a segni e sintomi più gravi. Non è ancora chiaro 
perchè  le cellule nervose che controllano il movimento dei muscoli,  che sono 
colpiti  da  SLA,  sono particolarmente  sensibili  alle  mutazioni  del  gene  SOD1. 
Sono diversi i meccanismi con cui un enzima alterato può provocare morte delle 
cellule nervose, una possibilità è quella di un accumulo di radicali superossido 
nocivi, aumentata produzione di altri radicali tossici aumentata morte cellulare o 
formazione di grumi (aggregati) di superossido dismutasi  misfolded che possono 
essere tossici per le cellule  [151].
Le alterazioni di FUS sono alla base del 4% dei casi di SLA [152] e quelle di TDP 
43 sono alla base del 1-4% dei casi di SLA [153].
ISIS 333611
ISIS  333611  è  oligonucleotide  antisenso  cioè  un  breve  frammento  di  DNA e 
contiene  la  sequenza  nucleotidica  complementare  del  filamento  di  DNA 
codificante (senso) o di RNA messaggero (mRNA); quindi l'antisenso si appaia ad 
esso, o all'mRNA, annullandone l'attività biologica. Il 13% della SLA familiare è 
causata da mutazioni di SOD1; nel modello di ratto SLA la somministrazione di 
ISIS 333611 in CSF ha diminuito mRNA SOD1 e le concentrazioni di proteine nel 
tessuto del midollo spinale e ha aumentato la sopravvivenza. In uno studio clinico 
ha  dimostrato  che  il  farmaco  somministrato  per  infusione  intratecale  è  ben 
tollerato [154].
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mRNA Meccanismo Fase di 
sviluppo
Risultati e commenti
isis 333611 Nucleotide 
antisenso
Fase 1 Ben tollerato e le concentrazioni 
liquorali e plasmatiche del 
farmaco rispettano le previsioni
Il  farmaco si  lega all'mRNA o a sequenze  di  controllo  dell'espressione  genica 
presenti sul filamento complementare di DNA e così impedisce la decodificazione 
e il successivo processo di sintesi proteica.
Basi molecolari e biologiche su cui gli oligonucleotidi antisenso possono svolgere 
la  loro  azione  terapeutica  ed  è  importante  ricordare  gli  aspetti  biochimici  di 
interazione di oligonucleotidi antisenso e RNA e DNA. La doppia elica di DNA è 
costituita da due filamenti che si appaiano tra di loro secondo delle precise regole 
di  complementarietà  stereochimiche  e  termodinamiche  secondo  la  legge  di 
Watson e Crick i due scenziati che nel 1953 proposero il modello molecolare di 
DNA costituito da una doppia elica. 
Il  filamento  ibrido  formato  tra  RNA messaggero  e  l'oligonucleotide  antisenso 
potrà:
13. non essere utilizzato  dai ribosomi
14. essere degradato da enzimi 
15. rimanere all'interno del nucleo 
Il DNA è inerte il codice chimico in esso contenuto deve essere prima trascritto in 
RNA e poi tradotto in proteina per avere l'espressione completa del gene .
MECCANISMO DI AZIONE DEGLI OLIGONUCLEOTIDI ANTISENSO 
E UTILITA' TERAPEUTICA 
Sono state evidenziate due possibilità per l'uso clinico degli oligo antisenso. Una 
consiste nella formazione di un breve tratto di triplica elica con la formazione di 
legami  detti  di  Hogsten,  con le  regioni  di  controllo  della  trascrizione in  RNA 
presenti nel DNA. Un' altra possibilità potrebbe essere quella di veicolare un oligo 
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antisenso all'interno della cellula per formare una doppia elica ibrida DNA/RNA 
con l’RNA trascritto. La formazione della molecola ibrida può abolire la capacità 
di un segmento di DNA ad essere riconosciuto e dunque tradotto dall'apparato 
cellulare deputato alla biosintesi delle proteine.
STRATEGIA ANTISENSO
La  figura  90  mostra  la  strategia  antisenso,  il  legame  di  un  oligonucleotide 
antisenso (rosso) all'RNA messaggero può:
1) impedire ai ribosomi di iniziare o di terminare la traduzione 
2)  indurre  l'enzima  ribonucleasi  H a  tagliare  l'RNA.  L'RNA tagliato  non può 
essere tradotto e viene degradato.
Figura 90: legame tra un oligonucleotide antisenso e mRNA
STRATEGIA A TRIPLICE ELICA
La figura 91 mostra la strategia a triplica elica, l'oligonucleotide antisenso (rosso) 
si lega alle regioni di controllo del DNA, formando un complesso a triplica elica e  
questo complesso impedisce all'RNA polimerasi di legarsi al DNA per dare inizio 
alla trascrizione.
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Figura 91: legame tra oligonucleotide a regioni di controllo di DNA.
L'uso  clinico  di  queste  molecole  presenta  dei  problemi  tra  i  quali  quello  di 
trasportare  il  farmaco nella  cellula  da curare,  ISIS 333611 viene  formulato  in 
maniera  da  essere  somministrato  direttamente  nel  sistema  nervoso  centrale 
trammite  una  piccola  pompa  che  infonde  il  farmaco  direttamente  nel  fluido 
cerebro  spinale,  questo  tipo  di  somministrazione  viene  chiamata  infusione 
intratecale (figura 92).
Figura 92: infusione intratecale
La  stabilità  intracellulare  è  importante  per  l'effetto  terapeutico  degli  oligo 
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antisenso; è infatti importante che la stabilità chimica sia abbastanza prolungata 
per  garantire  un'alta  concentrazione  di  farmaco  intracellulare  impedendo  che 
questo sia degradato dopo il suo ingresso nella cellula. L'oligo antisenso entra con 
difficoltà nella cellula perchè nella membrana cellulare vi sono cariche negative 
che si respingono con quelle sul fosfato presente nel DNA. Per risolvere questo 
problema  cioè  facilitare  l'ingresso  intracellulare  del  farmaco  e  dare  stabilità 
all'oligonucleotide antisenso sono stati sostituiti alcuni atomi di ossigeno presenti 
nel  DNA con gruppi  metilici.  Inoltre  sono stati  prodotti  anche oligo antisenso 
dove l'atomo di fosforo normalmente presente nel DNA viene sostituito con uno di 
zolfo per  aumentare la  solubilità  nel  mezzo acquoso. Un altro modo potrebbe 
essere quello di includere il farmaco in liposomi e poi veicolarlo all'interno della 
cellula. Il farmaco deve garantire sicurezza a lungo termine; non vi sono però dati 
di  farmacotossicità  derivanti  dall'uso  di  oligoantisenso  e  non  si  conoscono  le 
conseguenze dell'ingresso e della permanenza in un organismo di dosi massicce di 
polimeri lunghi 15-17 nucleotidi. Questa dimensione minima di oligonucleotidi 
antisenso  è  necessaria  per  evitare  interazioni  aspecifiche  tra  l'oligonucleotide 
antisenso e un gene non-target. L'attività della ribonucleasi H, è stimolata dalla 
formazione dell'ibrido DNA/RNA, un enzima che deputato alla demolizione di 
tali ibridi. Quindi da una parte si ha l'inibizione della sintesi proteica e questo è un 
fattore  importante  da un punto di  vista  trapeutico ma dall'altro  lato  è  difficile 
prevedere le possibili conseguenze di un aumento dell'attività della ribonucleasi H 
a livello intracellulare. I risultati ottenuti sia in colture cellulari che in trials clinici 
confermano  che  la  produzione  di  proteina  codificata  dal  gene  target  viene  ad 
essere  drasticamente  ridotta  dopo  l'introduzione  dell'oligonucleotide  sequenza-
specifico. Per l'uso clinico degli oligo antisenso dovranno essere fatti dei controlli 
di qualità accurati per escludere contaminanti tossici derivati da processi di sintesi 
ma anche intrinseci [155].
La SLA è caratterizzata da un accumulo di proteine insolubili e degenerazione dei 
motoneuroni. Studi recenti hanno identificato due proteine che contribuiscono alla 
malattia: FUS/TLS e TDP-43 che si legano all'RNA e sono molecole intermedie 
che  traducono  le  informazioni  genetiche  dal  DNA alle  proteine.  Nelle  cellule 
normali  queste  proteine  sono  localizzate  nel  nucleo  la  cui  azione  è  quella  di 
mantenere una concentrazione adeguata di RNA.
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Nei malati di SLA si ha un accumulo di FUS/TLS e TDP-43 nel citoplasma della 
cellula; pertanto non essendo più localizzate nel nucleo non possono svolgere la 
propria funzione. L'accumolo di quste proteine in questa area cellulare può portare 
a perdita della funzione cellulare e compromettere la vita della cellula nervosa 
interessata.  La  TDP-43  è  una  proteina  importante  in  un'altra  malattia 
neurodegenerativa chiamata FDT (demenza fronto temporale). La FTD è chiamata 
anche FTD-U (demenza fronto temporale con ubiquitina). Ulteriori ricerche hanno 
dimostrato una forte evidenza che una proteina anomala TDP-43 è coinvolta sia 
nello sviluppo della SLA che nella FTD-U. Prima della scoperta della TDP-43 era 
noto che circa il 15% delle persone affette da SLA hanno anche diagnosi clinica di 
FTD.  Esistono  variazioni  notevoli  di  SLA familiare  e  sporadica.  Studi  sulla 
genetica della SLA hanno dimostrato che circa il 20% dei casi con  SLA familiare 
sono dovuti a mutazioni del SOD1, ma il restante 80% dei casi familiari di un 
gene o di geni non riconosciuti. Una anormale TDP-43 non è presente nei casi di 
SLA con mutazioni SOD1 e questo vuol dire che alcuni casi familiari e sporadici 
sono causati da meccanismi simili. La TDP-43 è codificata dal gene TARDBP, 
questo gene mutato è stato trovato nei malati di SLA. La scoperta di  questo gene 
mutato implica che l'accumulo di una anormale proteina TDP-43 potrebbe servire 
come  biomarker  per  la  SLA sporadica.  I  casi  di  SLA familiare  associata  a 
mutazioni  del  gene  TARDBP ha  dimostrato  di  essere  ereditata  come carattere 
autosomico dominante. Nella autosomica dominante un cambiamento di un solo 
gene da una coppia di geni è necessario perchè la persona sia  colpito da SLA . 
Ogni  volta  che  un  individuo ha  un  bambino vi  è  una  probabilità  del  50% di 
trasmettere la copia del gene con il cambiamento ma anche la probabilità del 50% 
di  trasmettere  la  copia  senza  la  modifica.  Studi  condotti  in  Germania  e  in 
Giappone ha rilevato TDP-43 nel liquido cerebro spinale e ha trovato livelli di 
TDP-43 in alcuni pazienti con SLA sporadica. Un' altro studio ha rilevato che la 
proteina TDP-43 è presente in campioni di sangue e che i livelli sono elevati in 
alcuni malati di FTD. Questo dimostra che come test diagnostico per SLA e FTD 
la proteina TDP-43 può essere rilevato nei fluidi corporei come sangue e csf. La 
TDP-43 può  essere utilizzata come obbbiettivo terapeutico per sviluppare nuove 
strategie per SLA e FTD [156].
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Figura 93: Granuli di RNA
ISIS SOD1 RX
Alcuni casi di SLA familiare sono causati da una forma mutante della superossido 
dismutasi o SOD1. ISIS SOD1 RX è un farmaco antisenso progettato per inibire 
la produzione di SOD1. Miller ha affermato: “E' evidente che alcuni casi di SLA 
familiare  sono legati  a  forme mutanti  di  SOD1. Pertanto,  l'inibizione selettiva 
della  produzione  della  SOD1  potrebbe  fornire  un  modo  per  migliorare  le 
condizioni dei pazienti con SLA”. In studi preclinici, è stato possibile ridurre la 
produzione di SOD1 con ISIS-SOD1RX nei neuroni e nelle cellule circostanti e 
prolungare la  vita nei ratti  che hanno mostrato sintomi di SLA. Nel dicembre 
2007, la FDA ha dichiarato ISIS-SOD1RX farmaco orfano per il trattamento della 
SLA. Al momento alcuni Ricercatori stanno sviluppando la loro competenza in 
RNA per scoprire e sviluppare nuovi farmaci [157].
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CAPITOLO 18
MICRO RNA E SLA
Un tempo si pensava che le cellule fossero controllate dai  geni con dei semplici 
meccanismi: il DNA produce RNA, l'RNA produce le proteine e queste svolgono 
tutto  il  lavoro  cellulare;  studi  recenti  hanno  dimostrato  che  piccoli  RNA 
controllano la traduzione e la trascrizione degli RNA che codificano le proteine 
quindi sono in grado di controllare il genoma.
Micro RNA comprendono varie classi (figura 94):
a) I micro RNA (miRNA) sono costituiti da 22-24 nucleotidi si legano all'RNA 
messaggero e impediscono la traduzione in proteine).
b)  RNA interferenti  brevi  (siRNA),  sono  costituiti  da  circa  22  nucleotidi  e 
mediano un meccanismo recentemente scoperto di RNA interferenti (RNAi). Sia i 
miRNA che i siRNA funzionano come regolatori negativi dell espressione genica, 
ma  i  siRNA si  attaccano  a  specifici  mRNA e  la  sua  funzione  è  quella  di 
distruggere enzimi chiamati endonucleasi.
c)  Piccoli  RNA nucleolari  (snoRNA),  snoRNAs  modificano  RNA ribosomiale 
(rRNA).
d)  piccoli  RNA nucleare  (snRNA),  sono  i  componenti  dello  spliceosoma,  il 
meccanismo cellulare  che  aiuta  a  produrre  mRNA. Alcune  di  queste  snRNAs 
hanno dimostrato di essere gli enzimi funzionali nella reazione di splicing.
Figura 94: la famiglia di RNA
RNA -processing
I  miRNA e siRNA interferenti  potrebbero utilizzare lo  stesso RNA-processing 
complesso di silenziamento diretto. Studi hanno dimostrato che vengono generati 
dalla stessa via (figura 95).
Il precursore miRNA o lungo RNA a doppio filamento 
Figura 95:  i micro RNA e si RNA coinvolti nella interferenza RNA vengono generati 
utilizzando la stessa via. 
dsRNA utilizza un enzima chiamato DICER e produce un singolo filamento di 
RNA costituito da 21-22 nucleotidi. Questo piccolo RNA annette a un complesso 
di  silenziamento  interferenza  RNA chiamato  (RISC)  ed  è  diretto  verso  RNA 
mRNAmessaggero.  Qui  i  meccanismi  divergono,  miRNA si  lega  alla  mRNA 
bersaglio ma imperfezioni nel legame tra il miRNA e il suo sito bersaglio provoca 
un rigonfiamento che blocca l'RNA ad essere trascritto in proteina, siRNA si lega 
al suo RNA target e provoca la distruzione del mRNA. Entrambi sia i miRNA che 
i siRNA vengono da un simile precursore e tutti e due si attaccano all' mRNA. I 
miRNA impediscono  la  traduzine  in  proteina  dell'  mRNA,  mentre  i  siRNA 
distruggono enzimi chiamati endonucleasi questa differenza sembra essere dovuta 
alla  modalità  di  binding.  I  micro RNA possono essere di  notevole importanza 
nello studio di nuove terapie nella SLA. La ricerca ha suggerito che un terzo dei 
geni umani è regolato da miRNA [158].
MICRO RNA-206
Nella patogenesi della SLA c'è una segnalazione bidirezionale tra motoneuroni e 
fibre muscolari  scheletriche in sinapsi neuromuscolari.  Un regolatore chiave di 
questa  segnalazione  è  miRNA-206.  I  topi  che  sono  geneticamente  carenti  di 
miRNA-206 formano sinapsi neuromuscolari normali durante lo sviluppo, ma la 
carenza di miRNA in un modello murino di SLA accellera la progressione della 
malattia.  miRNA-206 è necessario per  la  rigenerazione  efficiente  delle  sinapsi 
neuromuscolari dopo la lesione del nervo e questo dimostra il beneficio del suo 
effetto  nei  malati  di  SLA,  bloccando  la  degenerazione  dei  motoneuroni  e 
promuovendo  la  rigenerazione  compensativa  delle  sinapsi  neuromuscolari.  La 
miRNA-206  è espressa nel muscolo e non nel sistema nervoso (figura 96) [159].
Figura 96: miRNA nel muscolo
RNAi e SLA 
RNAi (RNA interferente) è stata usata per bloccare la progressione della malattia 
in un modello animale di SLA e la sperimentazione ha avuto successo. L'idea di 
usare  RNAi  come  terapia  nella  SLA  è  sempre  più  accreditata.  In  due 
sperimentazioni  eseguite  in  modo  indipendente  da  da  due  ricercatori  è  stato 
provato che RNAi potrebbe mettere a tacere le forme mutanti  del superossido 
dismutasi 1 umana gene (SOD1) espresso nei topi. Forme familiari di SLA sono 
associate a mutazioni in SOD1, i topi che iperesprimono SOD1 mutante mostrano 
caratteristiche  della  patologia  umana  come  disfunzione  motoria  e  morte  del 
motoneurone. RNAi è un meccanismo post-trascrizionale di silenziamento genico 
che è mediata da piccole molecole di RNA interferenti (siRNA) costituiti da 19-23 
nucleotidi  duplex  RNA a  doppio  filamento  che  promuovono  la  scissione  di 
specifici mRNA. Il gene può essere raggiunto utilizzando vettori lentivirali che 
esprimono  i  siRNA.  Questi  studi  hanno  dimostrato  che  la  somministrazione 
intraspinale di questi vettori lent ivirali ritarda l'insorgenza e la progressione della 
SLA. RNAi ha ridotto l'espressione di SOD1 mutanti sia in coltura che in vivo, ha 
bloccato  la  morte  dei  motoneuroni  sia  nel  tronco  celebrale  che  spinale  e  ha 
migliorato  le  prestazioni  motorie  dei  topi.  Sono  state  misurate  le  risposte 
elettromiografiche negli animali trattati ed è stato osservato che sono conservate 
nei topi trattati con lentivirali. L'uso terapeutico di siRNA era limitato dal tipo di 
somministrazione, iniezione intracerebrale (figura 97). Ralph et al hanno superato 
questa  limitazione  somministrando  i  vettori  lentivirali  trammite  una  iniezione 
intramuscolare [160].
Figura 97: somministrazione intratecale
 
CAPITOLO 19
RUOLO DELLE VITAMINE NELLA SLA
RETINOIDI E SLA
Figura 98: formule di struttura di retinolo, tretionina, isotretinoina, etretinato, acitretin.
L'acido  retinoico  (RA,  figura  98)  è  un  membro  della  famiglia  di  retinoidi  e 
mediatore dell'attività di vitamina A ed è un morfogeno essenziale nello sviluppo 
dei vertebrati ed è fondamentale per lo sviluppo, la plasticità e la rigenerazione 
neuronale.  Diversi  studi  suggeriscono che questa  molecola può promuovere la 
rigenerazione del sistema nervoso nel roditore adulto. Inoltre RA ha dimostrato di 
modulare il sistema di difesa antiossidante e l'espressione genica di SOD1; questo 
ha fatto pensare a un ruolo dell'acido retinoico nella terapia SLA. Studi precedenti 
hanno  dimostrato  che  i  geni  per  le  proteine  retinoidi  e  geni  regolati  da 
segnalazioni dei retinoidi sono differenzialmente espressi nei tessuti post mortem 
di malati di SLA. Inoltre, in modelli animali transgenici di SLA familiare (SLAF), 
il midollo spinale profili di espressione genica ha rilevato l'espressione alterata dei 
geni della via di segnalazione dei retinoidi. Uno studio nel topo transgenico G93A 
ha indicato che le variazioni del profilo di espressione dei recettori dei retinoidi si 
verificano nel midollo spinale della malattia in stadio pre-sintomatico e terminale. 
Alcuni  ricercatori  hanno  osservato  astrocitosi,  accumulo  di  neurofilamenti  e 
perdita dei motoneuroni nel midollo spinale lombare di animali con carenza di 
vitamina A. All'interno della cellula, il livello di retinolo dipende da una proteina 
legante il retinolo (CRABP-I) e proteine che vincolano l'acido retinoico (CRABP-
II), rispettivamente.  È stato suggerito che CRABP-I promuove il catabolismo di 
RA e CRABP-II media il trasporto di RA al nucleo di associazione con i suoi 
recettori.  RA media i  suoi effetti  sulla trascrizione genica attraverso i  recettori 
dell'acido retinoico (RAR) e i recettori dei retinoidi X (RXR). Ciascun recettore 
ha 3 isotopi (α, β e γ) con molteplici isoforme di ciascun sottotipo generato. Gli 
RARs sono attivati da un acido all-trans retinoico (ATRA) o 9-acido-retinoico (9-
cis-RA) e media l'espressione genica con la formazione di eterodimeri con RXR 
mentre gli RXRs si attivano solo con 9-cis-RA e modulano l'espressione genica 
sia come omodimeri o formando eterodimeri con RARs o una varietà di recettori 
orfani. In assenza di ligando i recettori nucleari RA funzionano come repressori 
trascrizionali.  In uno studio è sorta l'ipotesi che la segnalazione dei retinoidi è 
alterata nella SLA e contribuisce in questo modo alla morte del motoneurone. In 
conclusione il retinoide presenta delle alterazioni nella SLA sporadica ma non in 
quella  familiare;  in  particolare,  la  localizzazione  alterata  dei  due  componenti 
chiave del retinoide (CRABP-II e RAR beta) sono stati osservati nei motoneuroni 
nel midollo spinale dei pazienti con SLA sporadica.
Figura  99:  Rappresentazione  schematica  di  segnalazione  dei  retinoidi  nella  SLA 
sporadica.
Nella SLA sporadica si verifica un aumento e la localizzazione nucleare di RAR 
beta; sono stati osservati anche CRABP-II e la localizzazione citoplasmatica di 
RAR  alfa.  Agenti  farmacologici  che  stimolano  RAR  beta  possono  essere 
promettenti bersagli terapeutici che potrebbero ritardare o impedire la morte del 
motoneurone [161].
VITAMINA D E SLA
Le forme di vitamina D sono 2, la vitamina D2 o calciferolo e la vitamina D3 o 
colicalceferolo (figura 124). La forma biologicamente attiva della vitamina D è 1 
alfa, 25 (OH) 2-vitamina D3 è un ormone steroideo ed è piuttosto strano che sia 
stata classificata come vitamina. Le strutture chimiche della vitamina D sono state 
identificate nel 1930. La vitamina D2 può essere prodotta mediante irradiazione 
ultravioletta dell'ergosterolo ed è stata caratterizzata chimicamente nel 1932.
Figura 100: molecole di struttura di vitamina D3 e vitamina D2 e i loro precursori
La vitamina D3 non è stata caratterizzata chimicamente fino al 1936, ed è stata 
prodotta mediante irradiazione ultravioletta del 7-deidrocolesterolo. La carenza di 
vitamina D3 porta a rachitismo. La carenza di vitamina D è stata osservata in 
pazienti con SLA, la somministrazione di vitamina D3 supplementare migliora la 
capacità funzionale nel modello di topo transgenico G93A di SLA. Studi genetici 
hanno permesso di individuare le proteine che collegano la vitamina D alla SLA. 
La  vitamina  D  esercita  il  suo  effetto  anche  nella  SLA  nei  meccanismi  di 
segnalazione presenti per il glutammato, metallo proteina della matrice, percorsi 
della protein-chinasi mitogeno-attivata, ecc… e si è arrivati alla conclusione che 
la vitamina D può avere un ruolo nella SLA.
Figura 101: illustra il ruolo benefico della vitamina D nella SLA
Nei  pazienti  con SLA è  stata  segnalata  un abbassamento  della  concentrazione 
sierica di 25-idrossivitamina D3 (250HD) rispetto ai controlli. In pazienti con la 
SLA è  stata  segnalata  la  presenza  di  un  ormone  calcio-paratiroideo  anomalo 
(PTH)-vitamina D.  È noto che la vitamina D può ritardare la progressione della 
SLA agendo su diversi aspetti della malattia.
La vitamina D può favorire VGEF, IGF-I e la rigenerazione assonale e inoltre la 
vitamina  D  può  aumentare  le  proteine  leganti  il  calcio  nelle  cellule  del 
motoneurone che conferiscono una maggiore resistenza al processo di patogenesi
RUOLO DELLA VITAMINA D NELLA SLA [162]
RECETTORI  TOLL-LIKE (TLR)
Questi recettori sono un gruppo di glicoproteine che funzionano come recettori di 
transmembrana  e  sono  coinvolti  nella  risposta  immunitaria  innata  attivati  da 
microrganismi patogeni esogeni. La stimolazione cronica della immunità innata 
con endotossine /lipopolisaccaride (LPS) è stato indicato per accellerare il decorso 
della malattia in topi transgenici con SOD1 mutata. Strettamente connesso con la 
gravità della malattia è la up-regolazione del recettore dell'immunità innata TLR-2 
e di citochine pro-infiammatorie in regioni degenerate del midollo spinale ventrale 
e in tratti di fibre afferenti del cervello nei topi SOD1. La up-regolazione di TLR-
2 è stata osservata anche in modelli murini di SLA e l'espressione di un SOD1 
mutante  collegato  a  SLA aumenta  la  neurotossicità  della  microglia  attraverso 
TLR-2. L'analisi immunoistochimica di TLR-2 e TLR-4 ha rilevato una maggiore 
espressione nelle cellule gliali reattive sia nella materia grigia (corno ventrale) che 
bianca  del  midollo  spinale  dei  malati  di  SLA;  TLR-2  è  stato  trovato 
prevalentemente  nelle  cellule  della  linea  microglia/macrofagi,  mentre  TLR-4 è 
fortemente espresso in astrociti. La vitamina D svolge un ruolo di modulazione 
delle vie TLR. 
POLI (ADP-RIBOSIO) POLIMERASI (PARPs)
Le PARPs comprendono una  famiglia  di  enzimi  che  condividono un dominio 
catalitico  conservato  di  supporto  mono-o-poli  (ADP-ribosil)  transferasi 
utilizzando NAD+ come donatore di  unità  di  ADP-ribosiliche.  Le PARPs sono 
coinvolte  in  una  vasta  gamma  di  processi  molecolari  e  cellulari,  tra  cui  il 
mantenimento  della  stabilità  del  genoma,  la  regolazione  della  struttura  della 
cromatina  e  della  trascrizione,  la  proliferazione  cellulare  e  l'apoptosi. 
L'espressione di PARP si verifica in risposta al danno ossidativo del DNA. Nel 
cervello  dei  malati  di  SLA, l'espressione di  PARP è aumentata  nella  corteccia 
motoria,  corteccia  parietale,  cervelletto  e  astrociti,  ma  è  diminuita  nei 
motoneuroni del midollo spinale nei pazienti affetti da SLA sporadica. Questi dati 
suggeriscono che l’uso di inibitori delle PARPs nelle malattie neurodegenerative 
come la SLA in cui lo stress ossidativo può svolgere un ruolo importante, può 
essere  vantaggioso.  Il  trattamento  con  desametazone  e  vitamina  D3  attenua  i 
cambiamenti neuroinfiammatori legati all'età nell'ippocampo di ratto. La caspasi-3 
e  le  PARP erano  attenuate  nel  tessuto  ippocampale  di  ratto  che  ha  ricevuto 
desametazone e vitamina D3. Aumentando i livelli di vitamina D si ha una down-
regolazione dell'espressione di PARP-1.
EME OSSIGENASI-1 (HO-1)
HO-1 è una proteina da stress che può conferire citoprotezione potenziando il 
catabolismo  di  eme  pro-ossidante  al  radicale  scavenging  pigmenti  biliari 
Biliverdina e Bilirubina. In vari modelli di tessuti con lesioni di tipo ossidativo, 
l'induzione OH-1 protegge i tessuti da ulteriori danni attraverso la rimozione del 
complesso eme. Nei motoneuroni del midollo spinale di topi con SLA, i livelli di 
OH-1 mostrano un progressivo aumento, ma sono significativi solo nelle cellule 
gliali circostanti. Il trattamento con vitamina D3 ha un ruolo protettivo.
PROTEINE LEGANTI IL CALCIO
Nella  SLA,  l'alterata  omeostasi  del  calcio  sembra  contribuire  in  modo 
significativo  al  danno  neuronale.  Almeno  tre  proteine  leganti  il  calcio  sono 
abbondanti  in  vari  tipi  di  cellule  nervose:  Calbindin-D28k,  Calretinina  e 
Parvalbumina.  Calbindin-D28K  e/o  Parvalbumina  sembrano  influenzare  la 
vulnerabilità  selettiva  dei  motoneuroni  nella  SLA.  La  sovraespressione  di 
Parvalbumina in topi transgenici salva i motoneuroni dalla morte cellulare indotta 
da lesioni. L'iniezione di 80-120ng di calcitriolo nei ventricoli celebrali di ratti 
adulti  ha  anche  ridottol’immunoreattività  delle  proteine  leganti  il  calcio  nei 
neuroni motori ventrali, suggerendo che il calcitriolo può essere un farmaco utile 
per migliorare l'espressione delle proteine leganti il calcio nel sistema motorio e 
ha un potenziale ruolo terapeutico per le malattie neurodegenerative.
ECCITOTOSSICITA DELGLUTAMMATO
Il calcitriolo protegge i neuroni dopaminergici contro la citotossicità indotta dal 
glutammato  e  riduce  anche  lo  stress  ossidativo  in  cultura  mesoencefalica.  Il 
calcitriolo  riduce  l'attività  delle  caspasi-3  indotte  da  glutammato  nelle  cellule 
dell'ippocampo e  della  regione  neo corticale.  Il  trattamento  con calcitriolo  ha 
dimostrato sia in vivo che in vitro un potenziale neuroprotettivo. Il trattamento 
combinatorio con progesterone e 1,25-idrossivitamina D3 dà una neuroprotezione 
migliore  rispetto  al  progesterone  da  solo  dopo  neurotossicità  indotta  da 
glutammato. 
METALLO PROTEINASI DELLA MATRICE (MMP)
Le MMPs sono enzimi proteolitici che sono responsabili del rimodellamento della 
matrice  extracellulare  e  regolano la  migrazione  dei  leucociti  attraverso  questa. 
MMPs sono prodotti da molti tipi di cellule, inclusi linfociti, granulociti, astrociti 
e macrofagi attivati. Vi è una crescente evidenza che le MMP svolgono un ruolo 
importante nella patogenesi della SLA. Studi immunoistochimici hanno stabilito 
la  presenza  di  MMP-2  negli  astrociti  e  MMP-9  nei  neuroni  piramidali  della 
corteccia motoria e motoneuroni del midollo spinale dei pazienti affetti da SLA. 
MMP2 e MMP-9 sono elevati nel siero, nel liquido cerebrospinale, nel midollo 
spinale e nella pelle dei pazienti con SLA. Pro- e MMP-9 attiva sono elevate nel 
siero di pazienti affetti da SLA rispetto ai controlli sani. I livelli di Pro-MMP-9 
sono elevati nel siero e negli estratti di nervo danneggiato nei muscoli della SLA; 
questo suggerisce che il danno potrebbe essere seguito da valori elevati di pro-
MMP-9  nel  siero.  Nel  topo  G93A  una  carenza  di  MMP-9  attenua 
significativamente la perdita neuronale,  riduce i livelli  neuronali di TNF-alfa e 
riduce la immunoreattività nel midollo spinale dei malati di SLA familiare. Inoltre 
aumenta  la  sopravvivenza  del  31%  e  questo  suggerisce  che  la  MMP-9 
contribuisce alla morte del motoneurone nella SLA.Vari studi hanno dimostrato 
che il  calcitriolo potrebbe svolgere un ruolo importante nei processi  patologici 
della SLA come la down-regolazione dei livelli di MMPs e regolando i livelli di 
TIMP.
MAPK PROTEIN CHINASI ATTIVATE DA MITOGENI.
Le vie MAPK sono attivate da diversi stimoli extracellulari e intracellulari, tra cui 
i fattori peptidici di crescita, citochine, ormoni e vari fattori di stress cellulare, 
come  ad  esempio  lo  stress  ossidativo  e  lo  stress  del  reticolo  endoplasmatico. 
Queste  vie  di  segnalazione  regolano  diverse  attività  cellulari,  tra  cui  la 
proliferazione,  la  differenziazione,  la  sopravvivenza  e  la  morte  cellulare. 
P38MAPK è un componente delle inclusioni intracellulari  che si trovano nella 
SLA umana; con il progredire della malattia, il P38MAPK attivato si accumula 
anche negli  astrociti  e  microglia.  Il  trattamento  con calcitriolo  ha  mostrato  di 
inibire l'attivazione indotta da LPS P38 e la produzione di citochine nei monociti e 
macrofagi.  Un  altro  studio  ha  dimostrato  che  la  vitamina  D  (24R)-
1,24diidrossicolecalciferolo,  previene il  danno neuronale causato dalla  tossicità 
del perossido di idrogeno indotta nella linea cellulare SH-SYSY. La vitamina D 
potrebbe  avere  un  ruolo  nella  SLA grazie  al  suo  ruolo  di  modulazione  delle 
MAPK.
LE Wnt/β-CATENINE
Wnt/β-Catenine giocano un ruolo fondamentale nella regolazione della crescita 
cellulare,  lo  sviluppo  delle  cellule,  la  differenziazione  delle  cellule  staminali 
normali. La via di segnale delle Wnt/B-catenine è implicato nella determinazione 
dell'equilibrio tra l  sopravvivenza neuronale e morte in una varietà di  malattie 
neurodegenerative.  La  neurodegenerazione  è  attivata  dalla  via  di  segnale  delle 
Wnt /β-catenine ed è associato alla proliferazione gliale nel midollo spinale del 
topo  transgenico  adulto  con  SLA.  Tuttavia  calcitriolo  inibisce  l'attività 
trascrizionale delle β-catenine. La vitamina D ha un ruolo nella SLA modulando 
la via di segnalazione le Wnt/β-Catenine.
LE PROSTAGLANDINE (PG)
Le prostaglandine giocano un ruolo fondamentale nei processi infiammatori. La 
cicloossigenasi (COX) partecipa alla conversione dell'acido arachidonico in PG, 
PGE2 la cui attività è associata con morte dei motoneuroni mediante l'induzione 
della formazione dei radicali liberi e il rilascio di glutammato dagli astrociti.  I 
livelli di proteine PGE2 sono elevati nei midolli spinali post-mortem dei pazienti 
con SLA. Le COX2 si trovano nei motoneuroni, interneuroni e nelle cellule gliali. 
Il calcitriolo regola l'espressione di alcuni geni chiave coinvolti nelle vie delle PG, 
causando una diminuizione della sintesi di PG.. La vitamina D svolge un ruolo nel 
modulare il processo infiammatorio nella SLA. 
STRESS OSSIDATIVO ROS
Nei malati di SLA familiare con mutazione SOD1 sono stati osservati aumenti dei 
livelli di ROS Rispetto ai controlli. I livelli di H2O2 e del radicale ossidrilico sono 
più alti ed i livello di ossigeno sono più bassi nei topi mutanti con SLA. Nel SNC 
gli astrociti hanno un ruolo centrale nella disintossicazione dove è coinvolto anche 
GSH nell'eliminazione delle specie reattive dell'ossigeno e dell'azoto. Calcitriolo 
colpisce  questa  via  potenziando  piscine  di  GSH  intracellulare  e  riduce 
significativamente  la  produzione  di  nitriti  che  è  indotta  da  LPS  e  questi  dati 
suggeriscono che la vitamina D ha un ruolo che modula lo stress ossidativo nella 
SLA. 
NO (OSSIDO NITRICO)
L' NO sintetasi è coinvolta nella sintesi di NO che regola una varietà di importanti 
risposte fisiologiche, comprese la migrazione delle cellule, la risposta immunitaria 
e  l’apoptosi.  Nel  liquor  di  pazienti  con  la  forma  sporadica  di  SLA è  stato 
riscontrato un aumento di prodotti ossidati NO. La produzione di calcitriolo da 
macrofagi può fornire una protezione contro i danni ossidativi causati da NO.
VITAMINA  E
Figura 102: formula di struttura della vitamina E
La vitamina E (alfa-tocoferolo, figura 102) è stata scoperta quasi cento anni fa, nel 
1922 come un fattore non identificato in oli vegetali necessari per la riproduzione 
dei ratti  femmina. Questo composto attivo della vitamina E è stato isolato nel 
1936 nell'olio di germe di grano da alcuni ricercatori che lo hanno chiamato  α-
tocoferolo. Questa vitamina può interrompere le reazioni a catena di radicali liberi 
e  questo  le  conferisce  proprietà  antiossidanti  dovute  alla  presenza  del  gruppo 
ossidrile presente sull'anello aromatico. La vitamina E è liposolubile e interrompe 
la produzione di specie reattive formate quando il grasso subisce l’ossidazione 
[163].
Lo  stress  ossidativo  può  contribuire  alla  patogenesi  SLA.  Sono  quindi  stati 
esaminate  attraverso  delle  proiezioni  statistiche  le  persone  che  utilizzano 
regolarmente integratori  di vitamine antiossidanti  E e C per valutare se queste 
abbiano minor rischio di ammalarsi di SLA rispetto a quelli che non li usano. Le 
persone che  assumono  regolarmente  vitamina  E  nel  corso  degli  anni  possono 
avere  una  diminuzione  del  rischio  di  sviluppare  la  SLA.  Vari  studi  hanno 
dimostrato che le vitamine che agiscono come antiossidanti proteggono le cellule 
e possono ritardare la comparsa dei sintomi nei topi geneticamente modificati. Dal 
momento che la SLA è una malattia rara i ricercatori hanno bisogno di studiare 
gruppi di persone per vedere quali fattori riguardanti lo stile di vita potrebbero 
essere correlati alla malattia. Le persone che, all'inizio dello studio, aveva usato 
vitamina E regolarmente per almeno 5 anni hanno avuto la probabilità di circa un 
terzo in meno di sviluppare la SLA rispetto ai non utilizzatori di vitamina E.
La  mortalità  dovuta  a  SLA era  inferiore  del  62% tra  gli  utilizzatori  a  lungo 
termine di vitamina E rispetto ai non consumatori. Al contrario non è stata trovata 
nessuna  associazione  significativa  per  l'uso  di  vitamina  C  o  di  integratori 
multivitaminici.  Ulteriori  fattori  come  l'istruzione,  il  livello  di  attività  fisica 
(nessuna,  lieve,  moderata,  pesante),  il  consumo di  alcool,  porzioni  di  frutta  e 
verdura e cereali ricchi di fibre o tra le donne, l'uso di terapia estrogenica non ha 
sostanzialmente cambiato i risultati. L'uso di vitamina E e di mortalità per la SLA 
è  simile  negli  uomini  e  nelle  donne.  Nessuna  interazione  significativa  è  stata 
trovata tra l'uso di integratori di vitamina E ed il fumo (tabella 2)
RISCHIO  DI  MORTE  di  SLA  SECONDO  L'USO  DI  INTEGRATORI 
VITAMINICI
Table 2. Relative Risk of ALS Death according to Use of Vitamin Supplements
Supplements Persons Cases Rate × 10
5 
Person-years
RRa RRb (95% CI)
16. aAdjusted for age (5-year categories).
17. bAdjusted for age (1-year categories), smoking (never, past, current; cigarettes per 
day: 1–14, 15–24, 25 or more), and sex.
Vitamin E      
 No use 735,386 414 6.4 1.0 (ref) 1.0 (ref)
 Occasional 58,218 33 6.4 0.99 0.99 (0.69–1.41)
 15+ days/mo, <10 
yr 50,626 17 3.8 0.59 0.59 (0.36–0.96)
 15+ days/mo, ≥10 
yr 20,283 5 2.8 0.38 0.38 (0.16–0.92)
 p, trend     0.004
 Missing 93,227 56 7.0 1.01 1.00 (0.76–1.32)
Vitamin C      
 No use 671,864 366 6.2 1.0 (ref) 1.0 (ref)
 Occasional 93,288 58 7.0 1.17 1.16 (0.88–1.54)
 15+ days/mo, <10 
yr 59,839 33 6.2 1.01 1.02 (0.72–1.46)
 15+ days/mo, ≥10 
yr 37,446 18 5.4 0.81 0.81 (0.50–1.30)
 p, trend     0.75
 Missing 95,303 50 6.1 0.91 0.90 (0.67–1.22)
Multivitamin      
 No use 596,756 334 6.4 1.0 (ref) 1.0 (ref)
 Occasional 108,740 57 5.9 1.0 1.01 (0.7–1.34)
 15+ days/mo, <10 
yr 79,988 49 6.9 1.16 1.19 (0.88–1.61)
 15+ days/mo, ≥10 
yr 71,126 32 6.1 0.78 0.79 (0.55–1.13)
 p, trend     0.61
 Missing 101,130 53 6.1 0.91 0.91 (0.68–1.22)
Rischio relativo  di  morte  per  SLA secondo l'uso di  vitamine E,  vitamine  C e 
integratori multivitaminici, aggiustato per età, il fumo, sesso e la frequenza e la 
durata  dell'uso  di  vitamina  E,  vitamina  C,  multivitaminico  e  integratori  di 
vitamina A.
Figura 103: rischio dimorte secondo l'uso di multivitaminici
Da  questi  studi  è  emerso  che  gli  individui  che  hanno  usato  regolarmente  la 
vitamina E per 10 anni o più avevanominore probabilità di rischio di morte da 
SLA  rispetto  ai  non  utilizzatori;  al  contrario  l'uso  di  vitamina  C  o  di 
multivitaminici  non è  stato  associato  con il  rischio  di  SLA.  La vitamina  E  è 
liposolubile e fornisce la difesa cellulare primaria contro la perossidazione dei 
lipidi di membrana. La maggior parte dei multivitaminici contengono da 15 e 30 
mg di vitamina E sintetica una quantità che ha un effetto modesto a livello del 
tessuto; al  contrario gli  integratori  specifici  contengono 400 mg di vitamina E 
sintetica,  una quantità  che  nella  somministrazione a  lungo termine aumenta  la 
concentrazione  nel  plasma  di  α-tocoferolo  di  tre  volte  e  raddoppia  le 
concentrazioni  nel  sistema  nervoso  centrale;  qindi  questo  conferma  che  i 
consumatori di vitamina E vi è una diminuizione del rischio di SLA ma questo 
non accade con gli utilizzatori di integratori multivitaminici.
La vitamina C ha anche proprietà antiossidanti: in un modello murino di SLA 
familiare la somministrazione di vitamina C prima dell'insorgenza della malattia 
non  ritarda  lo  scaturire  della  malattia,  ma  rallenta  in  modo  significativo  la 
progressione della  paralisi.  In  ogni  caso è  inefficace nel  prevenire  la  malattia. 
Infatti la vitamina C è un antiossidante idrosolubile con proprietà diverse rispetto 
alla E e quindi non può condividere gli stessi effetti biologici.
Figura 104: meccanismo di azione di vitamina C e vitamina E
Lo  stress  ossidativo  sembra  agire  in  accordo  con  altri  meccanismi  che  sono 
risultati  implicati  nella  patogenesi  della  degenerazione  dei  motoneuroni  nella 
SLA.  Cosi  reazioni  ossidative  aumentano  la  suscettibilità  dei  motoneuroni  e 
l’eccitotossicità interrompendo il trasporto del glutammato, modulano il sistema 
immunitario,  influiscono  sulla  funzionalità  mitocondriale  e  promuovono 
l'aggregazione di  proteine;  quindi  la  vitamina E riducendo lo  stress  ossidativo 
potrebbe  influire  su  eventi  a  valle  che  provocano  la  morte  del  motoneurone, 
inoltre la vitamina E  oltre a essere un antiossidante riduce l'aggregazione delle 
piastrine e la proliferazione delle cellule muscolari lisce [164].
VITAMINA C
Nel  1912  il  biochimico  polacco  Casimir  Funk  ha  sviluppato  il  concetto  di 
vitamine per riferirsi  a micro-nutrienti  non minerali  che sono essenziali  per la 
salute. Il nome è una miscela di “vitale” a causa del ruolo essenziale che hanno 
biochimicamente e “ammine”. La vitamina c (figura 105) o acido ascorbico non 
contiene gruppi amminici ed è stato studiato a lungo come fattore anti-scorbuto 
[165].
Figura 105: formula di struttura di vitamina C
Un  recente  studio  ha  proposto  che  la  carenza  di  vitamina  C  può  essere  il 
meccanismo  sottostante  allo  sviluppo  di  SLA.  Sono  stati  proposti  diversi 
meccanismi.  In  primo  luogo,  i  radicali  superossido  sono  un  buon  substrato 
comune sia per la superossido dismutasi che per l’ascorbato. In secondo luogo, 
l'ascorbato rilasciato dalle cellule celebrali  è accoppiato con l'assorbimento del 
glutammato.  Inoltre la vitamina C ha un ruolo importante  nella trsmissione di 
segnali  tra  i  neuroni  infatti  glutammato  e  aspartato  sono  i  due  principali 
neurotrasmettitori eccitatori nel cervello. Una possibile ipotesi sarebbe che una 
eccessiva dipendenza da glutammato può essere dovuta a una carenza di vitamina 
C [166].  
CAPITOLO 20
FARMACI ANTI EPILETTICI AD AZIONE ANTI GLUTAMMATO
Lamotrigina (LAMICTAL)
Lamotrigina  (figura  106)  è  nota  per  il  trattamento  dell'epilessia  e  dei  disturbi 
bipolari. 
                                                                 www.chemspider.com/chemical-structure
Figura 106: formula di struttura di Lamotrigina
La Lamotrigina è un bloccante dei canali del sodio che inibisce anche il rilascio di 
glutammato  e  aspartato  (figura  107).  Lamotrigina  è  stata  valutata  in   studi 
controllati alla dose di 100 mg al giorno [167]. 
www.vic.edu/classes/phar/phar402
Figura 107: meccanismo di azione di lamotrigina
TOPIRAMATO (Topamax)
Topiramato (figura 108) è stato scoperto nel corso di una ricerca di un nuovo 
farmaco antidiabetico. Il Topiramato ha una struttura chimica singolare, è stato 
sintetizzato nel corso di un progetto di ricerca per scoprire sostanze analoghe a 
inibitori  del  fruttosio  1,6-difosfato  del  processo  di  gliconeogenesi. 
Inaspettatamente è stato scoperto che questo agente ha proprietà anticonvulsivanti. 
Figura 108: formula di struttura di Topiramato
I meccanismi di azione sono 4:
1.inibizione di canali del sodio voltaggio-dipendenti 
2.inibizione dell'anidrasi carbonica
3.la valorizzazione di alcuni recettori GABA-A 
4.antagonismo del glutammato
Il Topiramato è stato studiato in culture di midollo spinale di malati di SLA e 
inizialmente i risultati erano promettenti; tuttavia non è riuscito a migliorare la 
sopravvivenza del modello murino SOD1 di SLA. Questo studio è stato seguito da 
uno  studio  clinico  multicentrico  randommizzato  controllato  con  placebo,  in 
doppio ceco. In questo studio 296 pazienti affetti da SLA trattati con Topiramato 
in realtà avevano un più rapido declino della forza degli arti superiori rispetto a 
quelli  trattati  con  placebo,  e  non  è  riuscito  a  provocare  un  aumento  della 
sopravvivenza, o a cambiare il declino della capacità vitale forzata [168].
GABAPENTIN (Neurontin)
Gabapentin (figura 109) agisce principalmente trammite inibizione dei canali del 
calcio voltaggio-dipendenti ma ad alte dosi riduce la sintesi del glutammato. 
Figura 109: formula di struttura di Gabapentin
Gabapentin è stato scoperto oltre 40 anni fa dai giapponesi che inizialmente erano 
in cerca di un miorilassante, poi è stata scoperta la sua attività antiepilettica. La 
struttura  chimica  di  Gabapentin  è  costituita  dallo  scaffold  dell'acido  gamma-
amminobutirrico (GABA) con l'aggiunta di un cicloesile. Gabapentin interagisce 
con un sito ad alta affinità di legame nelle membrane celebrali; questo sito è stato 
recentemente identificato come sub-unità accessoria di canali voltaggio sensibili 
al  CA++;  tuttavia  la  correlazione  funzionale  del  binding di  Gabapentin  è  sotto 
studio. In vitro Gabapentin riduce il rilascio di diversi neurotrasmettitori mono-
amminici. Gabapentin impedisce le risposte al dolore in vari modelli animali di 
iperalgesia  e  previene  la  morte  neuronale  in  vitro e  in  vivo in  malattie 
neurodegenerative come la SLA [169].
Anche  se  l'eziologia  della  SLA non  è  completamente  nota,  si  ipotizza  che  la 
trasmissione  glutamatergica  sia  legata  alla  neuropatologia.  Il  glutammato  è  un 
neurotrasmettitore eccitatorio ed è eccitotossico quando è in quantità eccessiva a 
livello dei terminali sinaptici forse a causa di un meccanismo calcio correlato. 
Gabapentin ha dimostrato di avere effetti neuroprotettivi  in vitro e sembra che 
diminuisca  la  velocità  di  formazione  del  glutammato  derivato  dalla  catena 
ramificata  (BCAA)  leucina,  isoleucina  e  valina.  L'ipotesi  del  meccanismo  di 
azione di Gabapentin potrebbe essere la diminuizione del glutammato da BCCA, 
quindi una riduzione del pool di glutammato rilasciabile e quindi compensare la 
diminuita  capacità  di  assorbimento  del  glutammato  e  il  metabolismo  del 
glutammato anormale nei pazienti con SLA [170].
CAPITOLO 21
NUOVE PICCOLE MOLECOLE EMERGENTI [171]
Figura 110: motoneurone e siti di azione di diversi farmaci
Attualmente,  diversi  composti  sono  in  fase  di  sperimentazione  III  per  il 
trattamento  della  SLA e  comprendono  Dexpramipexolo  (2)  uno  stabilizzatore 
mitocondriale,  Arimoclomol  (3)  un  modulatore  di  HSP,  Olesoxima  (4),  un 
modulatore del poro mitocondriale, Ceftriazone (5) un induttore del trasportatore 
gliale di glutammato (GLT1, EAAT2) e Edaravone (6) uno di radicali liberi.
Figura  111:  Riluzolo  (1)  approvato  dalla  FDA  e  altri  farmaci  (2-6)  in  fase  di 
sperimentazione clinica.
PICCOLE  NUOVE  MOLECOLE  CHE  RIDUCONO  LA  TOSSICITA'  DEL 
GLUTAMMATO
Il riluzolo è l'unico farmaco attualmente approvato per rallentare  la progressione 
della  malattia  nei  pazienti  affetti  da SLA; inibisce  il  rilascio di  glutammato  e 
inibisce la non competitività post-sinaptica di NMDA e AMPA. Le concentrazioni 
sieriche di Riluzolo sono molto differenziate nei malati di SLA e si ha quindi un 
metabolismo variabile del Riluzolo nei pazienti affetti da SLA. Studi recenti si 
sono  rivolti  nella  ricerca  di  profarmaci  del  Riluzolo.  Mc  Donnell  et  al  ha 
identificato e valutato un gruppo di 23 profarmaci Riluzolo per il loro uso nel 
trattamento di tossicità del glutammato nella SLA. Potenziali farmaci sono stati 
preparati mediante la coversione dell'ammina esociclico a singole alfa ammidi, 
carbammati, succinammidi, o legami ammidici da acido  γ-aminobutirrico. 
Figura 112: a sinistra Riluzolo e a destra composti sviluppati da MC Donnell et al.[172]
Si prevede che questi composti vngano idrolizzati da amidasi ed esterasi presenti 
nel plasma per generare il riluzolo.  La stabilità di questi composti  omologhi è 
stata  testata  nel  fluido  gastrico  simulato,  nel  fluido  intestinale  simulato  e  nei 
microsomi epatici, per determinare se questi farmaci possono entrare nel plasma 
intatti. Inoltre è stata valutata la liberazione di Riluzolo dai profarmaci nel plasma. 
Un composto un derivato della O-benzilserina del Riluzolo è stato identificato 
come candidato  profarmaco ed  è  stata  avviata  la  sua  sperimentazione  in  vivo 
grazie  alla  sua  stabilità  nei  saggi  in  vitro  intestinali  e  microsomiali  e  la  sua 
capacità di resistere al metabolismo da parte del CYPIAZ.
Il  modesto  effetto  del  Riluzolo  nel  trattamento  della  SLA e  il  ruolo  della 
eccitotossicità  del  glutammato  in  numerosi  stati  patologici  hanno  motivato 
ulteriormente  lo  sviluppo  di  farmaci  per  la  modulazione  del  glutammato.  La 
tossicità del glutammato nella SLA è emersa dall'analisi del liquido cerebrospinale 
(csf) di pazienti affetti da SLA, che mostra un aumento di 3 volte di glutammato 
e di N-acetil aspartil glutammato rispetto ai controlli..
Figura 113: neurotrasmettitori: N-acetil-aspartil-glutammato e D-Serina.
Inoltre il csf estratto dai malati di SLA uccide i motoneuroni in coltura. Questi 
dati indicano che nella SLA si ha una eccessiva stimolazione glutammatergica e 
questo  suggerisce  che  diminuendo  i  livelli  di  glutammato,  attraverso  una 
stimolazione dei trasportatori in particolare l'amminoacido trasporter 2 (EAAT2) 
che  è  presente  sulle  cellule  gliali  che  circondano  le  sinapsi  neuronali  ed  è 
particolarmente  coinvolto  nella  clearance  di  glutammato  dalle  sinapsi.  Cosi 
attivatori EEAT2 hanno il potenziale di ridurre la tossicità in vivo del glutammato 
e  attenuare  la  progressione  della  SLA.  L'espressione  di  EAAT2  è  altamente 
regolata a livello traduzionale, una strategia per aumentare EAAT2 è usare piccole 
molecole  per  aumentare  la  traduzione  di  mRNA EAAT2.  Colton  et  al  hanno 
trovato  nuovi  composti  utilizzando  il  test  ELISA-BASED  per  aumentare l' 
espressione di EAAT2. Sono stati selezionati tre composti quali composti lead per 
un’ulteriore  ottimizzazione:  per  aumentare  potenza  ed  eliminare  la  tossicità 
cellulare. La funzione di EAAT2 è stata aumentata da questi composti di piombo. 
Xing et al ha per sviluppare altri omologhi quali potenziali composti terapeutici. 
Gli  studi SAR hanno rivelato che i  gruppi  tioeterei  sullo  scaffold piridazinico 
erano  funzioni  essenziali  per  aumentare  i  livelli  di  di  proteine  EEAT2.  Degli 
omologhi sviluppati, diversi derivati tiopiridazinici hanno mostrato di aumentare i 
livelli di EAAT2 di 6 volte rispetto ai livelli endogeni in astrociti primari (PA). Un 
derivato ha dimostrato di  aumentare i livelli di EAAT2 3-4 volte. Questi composti 
saranno  utili  per  valutare  in  modelli  animali  di  SLA la  capacità  di attivare 
EAAT2.
Figura 114: Tiopiridazine sviluppate per aumentare i livelli di EAAT2
Recenti studi hanno evidenziato che nei malati di SLA, oltre alla disregolazione 
del glutammato si hanno livelli elevati di D-serina, un attivatore co-agonista del 
recettore inotropo del  glutammato N-metil-D-aspartato (NMDA), sia nel midollo 
spinale dei pazienti affetti da SLA che in topi transgenici portatori delle mutazioni 
SOD1 G93A. Questo aumento di D-Serina corrisponde ad una riduzione di D-
amminoacido  ossidasi  (DAO)  in  topi  mutati  SOD1.  E'  stato  notato  che  una 
mutazione del gene del D-amminoacido ossidasi (DAO) è risultata una delle cause 
di  SLA familiare.  Questa  mutazione  del  RISSW DAO inibisce  la  funzione  di 
DAO,  aumenta  aggregati  contenenti  ubiquitina  e  riduce  la  vitalità  cellulare, 
quando espresso nel midollo spinale del neuroblastoma. La D-Serina funge da co- 
agonista nel sito della glicina del recettore NMDA del glutammato. Aumenti di D-
Serina  sono suscettibili  e  contribuiscono  all'eccitotossicità  del  glutammato  nei 
pazienti affetti da SLA. Questo suggerisce che la riduzione dei livelli di D-Serina 
trammite  attivazione  di  DAO o riduzione  della  serina  racemasi  (SR)  l'enzima 
responsabile della sintesi della D-serina, può essere utile come terapia. I farmaci 
che modulano l'attività del recettore NMDA possono essere utili nel trattamento 
della SLA.
PICCOLE NUOVE MOLECOLE CHE AGISCONO SULLA SOD1
La SLA familiare è caratterizzata da mutazioni SOD1 caratteristici della patologia. 
Sono stati effettuati uno studi su animali per sviluppare nuove piccole molecole 
che riducono la SOD1. Murakami et al hanno identificato 9.600 piccole molecole 
e di queste ne sono state analizzate 325 ma solo 2 hanno dimostrato selettività e 
downregulation della proteina SOD1 [173]. Tra questi il composto 052C9, (Figura 
115),  è  stato scelto  per  ulteriori  saggi  ed è  stato  osservato che esso riduce  la 
fosforilazione  del  fattore  di  trascrizione  N2f2,  un  attivatore  noto  di  geni  che 
inducono stress cellulare e una upregulation della trascrizione di SOD1. Wright et 
al hanno analizzato oltre 30.000 molecole per ridurre SOD1 e hanno individuato 
20 composti per i quali l'attività è stata confermata e sono stati valutati anche per 
la loro citotossicità. Il composto 7687685 (Figura 115) ha dimostrato di ridurre sia 
i livelli endogeni della proteina SOD1 nelle cellule umane e di reprimere diversi 
altri  geni  implicati  nella  SLA.  Tuttavia  studi  in  vivo  su  topi  G93A hanno 
dimostrato che questo composto riduce i livelli della proteina SOD1 nel midollo 
spinale  solo del  5%. Questo composto si  è  rilevato tossico a  dosi  maggiori  e 
quindi è improbabile che possa essere usato per curare i malati SLA.
Sono sorti dati dubbi sulla capacità della Primetamina (Figura 5) di ridurre i livelli 
di SOD1. Lange et al hanno riportato che vi era una riduzione dei livelli di SOD1 
nelle cellule umane coltivate e trattate con Primetamina, per cui è stao eseguito 
uno studio pilota su 16 pazienti malati di SLA [174]. In questo studio sono stati 
analizzati campioni di sangue e liquor di pazienti trattati con il Primetamina per 
18 settimane ed è stato osservato che i livelli di SOD1 erano ridotti nel QCS e nei 
leucociti  di  questi  individui.  I  risultati  sono  stati  confermati  sia  in  cellule  in 
coltura che in topi trattati con Primetamina. Al contrario, in questi studi è stato 
trovato  che  le  concentrazioni  di  Primetamina  neccessaria  per  ridurre  l'attività 
trascrizionale del promotore SOD1 del 42% ha causato una riduzione del 68% 
della vitalità cellulare portando cosi alla conclusione che la riduzione di SOD1 era 
dovuta alla citotossicità aspecifica.   
In altri tipi di cellule, e in altri animali, la Primetamina era in grado di ridurre i  
livelli di SOD1 rispetto ai controlli. Questi risultati contrastanti erano dovuti alla 
differenza nel modo in cui i livelli di proteina SOD1 sono stati valutati ma anche a 
causa  delle  differenze  tra  i  campioni  di  liquido  umani  e  del  topo.  Saranno 
necessari ulteriori studi per valutare gli effetti del trattamento con primetamina 
sull'espressione delle proteine SOD1 e soprattutto valutare se il farmaco è in grado 
di attenuare la SLA. 
Figura 115: struttura molecolare di composti che riducono l'espressione di SOD1
Le mutazioni SOD1 portano a tossicità cellulare non attraverso la perdita della 
funzione delle proteine SOD1 ma piuttosto attraverso un guadagno della funzione 
tossica, per cui l'aggregazione di SOD1 mutata a  livello intracellulare portano a 
disfunzione della cellula. Per cui composti che riducono l'aggregazione proteica 
SOD1 possono essere in grado di proteggere la cellula da danni. Benmohamed ha 
sviluppato una strategia di scrrening per analizzare la capacità di piccole molecole 
per ridurre aggregati SOD1 in un modello di coltura cellulare e questa selezione 
ha portato a identificare tre serie di composti selezionati in base alla loro capacità 
di ridurre aggregati proteici SOD1 [175].
Questi composti sono: ASP, CHD, e PYT.
Figura 116: formule di struttura di ASP, CHD, PYT
I derivati sono stati sottoposti a ottimizzazione strutturale e alcuni dei omposti 
ottenuti sono poi stati  valutati in saggi farmacocinetici (PK). Due composti ASP, 
che hanno dimostrato di  avere effetto sull'aggregazione SOD1. Su questi  sono 
stati  eseguiti  studi  metabolici  ed  effettuate  ulteriori  modifiche  strutturali  per 
aumentare la stabilità e la potenza dei derivati ASP. Infatti il gruppo tioetereo è 
stato sostituito da una funzione eterea e questo ha portato all'identificazione di un 
nuovo pirazolone con scaffold arilossanico (AOP) (composto13). Il composto 13 
ha  mostrato  alta  attività  nei  saggi  cellulari  ed  un  profilo  farmacocinetico 
promettente compresa la buona penetrazione della barriera ematoencefalica ed è 
stato testato in un modello di topo transgenico G93A SOD1. In topi trattati con il 
composto  13  mediante  iniezione  intraperitoneale  (ip)  di  20mg/kg  al  giorno,  a 
partire da 6 settimane di età, si è potuto osservare un aumento del 13,3% della 
durata della vita rispetto al controllo e questo ha suggerito che il derivato AOP è 
un composto potenzialmente adatto per il trattamento della SLA.  SAR relative ai 
composti CHD hanno portato allo sviluppo del composto 15 con una maggiore 
permeabilità neuronale e potenza rispetto ai composti 11 e 14. Il composto 15 ha 
portato ad un aumento del 90% in attività nei neuroni corticali primari, per questo 
motivo la molecola è stata testata in topi transgenici SOD1 G93A che sono stati 
trattati giornalmente con 30mg/kg del composto. È stato osservato un aumento del 
13% della durata della vita degli animali trattati rispetto al controllo. Le SAR sui 
derivati PYT hanno portato all’ottenimento del composto 12 con proprietà adatte 
il trattamento terapeutico della SLA. Sono state effettuate delle modifiche sullo 
scheletro dei composti PYT ed i derivati ottenuti sono stati testati sia nel saggio di 
citotossicità  ma  anche   nel  saggio  di  aggregazione  SOD1.  Il  composto  16  è 
risultato molto attivo in entrambi i saggi e inoltre ha dimostrato alta potenza e 
bassa tossicità, un’eccellente stabilità e solubilità plasmatici. Inoltre è in grado di 
attraversare la barriera ematoencefalica ed ha una buona biodisponibilità orale. 
Una strategia alternativa per prevenire l'aggregazione SOD1 è stata impiegata da 
RAY et al, che hanno progettato piccole molecole per stabilizzare il dimero nativo 
SOD1,  teorizzando  che  la  monomerizzazione  di  SOD1 possa  servire alla 
formazione di aggregati.. Sono stati trovati quindici composti che hanno inibito 
l'aggregazione della proteina SOD1, purtroppo è stato visto che questi composti si 
legano  con  maggiore  affinità  alle  proteine  del  sangue  rispetto  al  SOD1, 
suggerendo che questi composti possono avere una attività off-target [ 176]
                                                                      
    
 Figura 117: formule di struttura di molecole individuate da Nowak [177]
Sei di questi composti sono stati testati positivamente e hanno indicato che questi 
possono essere ottimi punti di partenza per lo sviluppo di farmaci attivi nella SLA.
TARGETING TDP-43
NUOVE PICCOLE MOLECOLE
Studi recenti si sono focalizzatii sullo sviluppo di piccole molecole che agiscono 
su  altre  proteine  mutate  in  particolare  sulla  TDP-43  associata  a  SLA..  Le 
mutazioni del gene TARDBP che codifica per la TDP-43 sono responsabili del 
6,5%  della  SLA familiare.  Nei  neuroni  di  pazienti  SLA la  proteina  TDP43 
diminuisce  nel  nucleo  e  si  accumula  in  inclusioni  citoplasmatiche  dove  può 
sequestrare RNA citoplasmatico in granuli. Un approccio per alleviare le patologie 
causate  dal  mutante  TDP-43 è  identificare  piccole  molecole  che  inibiscono  il 
legame di TDP-43 ai nucleotidi. Cassel et al hanno individuato vari  composti e 
tra questi una serie di derivati della 4-aminochinolina
Figura 118: formule di struttura di 4- aminochinoline
La regolazione di TDP-43 è importante ma una iperespressione o la cancellazione 
di  TDP-43  è  causa  di  morte  cellulare.  Le  caspasi  3  e  7  possono  mediare  la 
riduzione dei livelli di proteine mediante la scissione della clearance della TDP 
-43  e  la  successiva  degradazione  dei  prodotti  nel  proteosoma.  La  serie  di  4-
aminochinoline identificata da Cassel et al.  è in grado di aumentare il tasso di 
scissione caspasi di TDP-43 e quindi influenzare l'accumulo cellulare [178]
In  questo  studio  sono  stati  trovati  diversi  derivati  di  4-aminochinoline  che  si 
legano a TDP-43 e cosi diminuisce la sua associazione con gli oligonucleotidi e 
aumenta il grado di rottura caspasi-mediata della proteina. Un altro meccanismo 
studiato  per  attenuare  la  tossicità  di  TDP-43  è  impedire  l'aggregazione  in 
inclusioni intracellulari.  Parker et al hanno condotto uno studio su cellule SH-
SY5Y  di  PARAQUAT  per  indurre  lo  stress  cellulare  attraveso  l'inibizione 
mitocondriale  portando  alla  formazione  di  aggregati  citoplasmatici  TDP-43; 
questo  era  dipendente  dalla  attivazione  di  chinasi  indotte  da  stress.  È  stato 
effettuato il trattamento delle cellule con bis(tiosemicarbazonato) complessato con 
Cu++ (BTSC)
CU++(BTSC)S
La  ridotta  attività  provocata  dalle  chinasi  indotte  da  stress  ha  impedito 
l'aggregazione  di  TDP-43.  CU++(BTSC)S  ha  dimostrato  di  avere  effetti 
neuroprotettivi  in  modelli  murini  con  neurodegenerazione  ed  ha  dato  risultati 
simili  nelle  cellule  con TDP-43 overespresso.  Questi  dati  suggeriscono che  il 
composto CU++(BTSC) può essere utile nel trattamento della SLA e  grazie alla 
sua attività chinasica modula e riduce l'aggregazione delle proteine. La rimozione 
di proteine disfunzionali e organelli dalla cellula può avvenire per il processo di 
autofagia, in cui autofagosomi fagocitano materiale cellulare che poi è degradato 
dal lisosoma. Un modo per ridurre TDP-43 contenenti inclusioni citoplasmatiche è 
indurre l'autofagia utilizzando attivatori farmacologici noti.
PICCOLE  NUOVE  MOLECOLE  CHE  MODULANO  I  FATTORI 
TROFICI  
Una  caratteristica  patologica  della  SLA  è  la  perdita  di  fattori  trofici  che 
promuovono  la  salute  e  la  stabilità  dei  motoneuroni.  I  composti  che  sono  di 
supporto ai fattori di crescita neuronale sono stati analizzati sia in modelli cellulari 
che murini di SLA con un buon successo. Shimozawa et al hanno studiato l'effetto 
di una piccola molecola, SUN 8075  (Figura 119) che attualmente è in fase di 
sperimentazione clinica per la cura di ictus protegge le cellule SH-SY5Y contro la 
morte cellulare indotta  farmacologicamente, è stato notato che il SUN N8075 
potenzia la  up-regulation del fattore di crescita VGF inducibile in risposta allo 
stress cellulare. 
Figura 119: molecole utilizzate per valutare gli effetti su fattori trofici nella progressione 
della SLA malattia.
L'importanza di VGF nella progressione della SLA è stata supportata da studi in 
cui si è evidenziata una riduzione dei livelli di VGF  nel liquido cerebrospinale di 
soggetti affetti da SLA rispetto ai controlli (individui sani). Per  valutare l’attività 
di SUN 8075 i topi transgenici SOD1 G93A sono stati trattati per via sottocutanea 
(sc)  con 30mg/kg a  partire  da 10  settimane di  vita  fino  alla  durata  della  vita 
dell'animale e si è potuto notare un effetto modesto nel ritardare la funzione del 
motoneurone e  la sopravvivenza.
Van-Hoecke et al hanno studiato il sistema efrina/Ef nella determinazione della 
suscettibilità  del  motoneurone  e  degenerazione  nella  SLA.  Efrina  ed  i  suoi 
recettori  (Ef)  sono  importanti  nello  sviluppo  del  sistema  nervoso  ed  hanno 
dimostrato  di avere un ruolo essenziale nella formazione delle sinapsi e plasticità. 
In questo studio è stato utilizzato un modello di Zebrafish di SLA per determinare 
i fattori modificati che potrebbero influenzare la progressione della malattia ed in 
particolare è  stato identificato il  gene EPHA4 nei  mammiferi.  Per confermare 
questi dati genetici, l’acido 4-(2,5-dimetil-1H-pirrol-1-il)-2-idrossibenzoico  23 è 
stato  usato  per  inibire  EPHA4  in  zebrafish  mutanti.   Questo  trattamento  ha 
comportato il salvataggio di assonopatia SOD1 indotta in zebrafish Ulteriori studi 
sono stati effettuati riducendo geneticamente il dosaggio del gene  EPHA4 nei 
topi  che  portano la  mutazione  hSOD1 G93A.  I  topi  con ridotta  EPHA4 sono 
sopravvissuti  più  a  lungo  e  si  è  notata  un  miglioramento  dell’attività  del 
motoneurone.  I pazienti  affetti  da SLA con bassi  livelli  di proteine correlate a 
EPHA4 mostrano un aumento dei tassi di sopravvivenza. Terapie che aumentano l 
'espressione  di  VGF  o  inibiscono  l'azione  di  una  molecola  che  reprime 
l'espressione, come EPHA4, possono avere un effetto benefico nella malattia. 
PICCOLE NUOVE MOLECOLE NEUROPROTETTIVE
Una terapia alternativa nella cura della SLA è l'uso di composti neuroprotettivi 
conosciuti figura12. Pieper et al, hanno identificato una serie di composti e tra 
questi  un  amminopropilcarbazolo,  P7C3,  che  ha  mostrato  di  aumentare  la 
neurogenesi ippocampale adulta in un saggio in vivo.
P7C3
 Un ulteriore studio attraverso analisi rapporto struttura attività (SAR) ha portato 
allo  sviluppo di  un analogo,  P7C3A20  24,  in  cui  il  gruppo ossidrilico è  stato 
sostituito  con  un  atomo  di  fluoro  ed  è  stato  introdotto  il  gruppo  3-metossi 
sull’anilina. Questo composto ha dimostrato di  avere una maggiore potenza nella 
protezione dei motoneuroni del midollo spinale in topi con SOD1 G93A mutata. 
Quando il composto 24 è stato somministrato durante il decorso della malattia ha 
portato ad una riduzione nella progressione dei sintomi. Questo ha dimostrato che 
l'uso di questo farmaco e dei suoi derivati  possono avere effetti  benefici  sulla 
malattia;  è comunque necessaria  una ulteriore ottimizzazione per migliorare la 
solubilità e l'efficacia  e di conseguenza per ridurre la tossicità.
Figura 120: composti identificati come neuroprotettivi.
Un composto utilizzato in Cina nella cura dell’ictus, la DL-3-n-Butilftalide 25, è 
stata  studiata  in  topi  transgenici  SOD1G93A,  e  può  migliorare  i  sintomi  e 
aumentare la durata della vita. La somministrazione orale di questo composto in 
dosi  da  60mg /kg  al  giorno prima  della  comparsa  del  sintomo,  diminuisce  la 
progressione della disfunzione del motoneurone. Nei topi SOD1 G93A trattati con 
DL-3-n-Butilftalide dopo l'insorgenza della malattia, è stato notato un aumento 
della sopravvivenza dei motoneuroni nel midollo spinale e una riduzione degli 
astrociti e microglia. Inoltre negli animali transgenici trattati con questo composto 
aumenta  l'espressione  del  fattore  di  trascrizione  N2f2,  e  viene  promossa 
l'espressione dei geni antiinfiammatori.  Eitan et  al  per indurre neuroprotezione 
hanno  utilizzato  composti  come  il  4,4',4”-triaril-(etan1,1,1-triil)tris-2,6-
dietossifenolo,  AGS-499  26 per  aumentare  l'espressione  della  telomerasi  nelle 
cellule  neuronali  [179].  La  telomerasi  è  un  complesso  proteico  che  mantiene 
l'integrità e la lunghezza dei telomeri nello sviluppo e nella divisione cellulare. 
Nei neuroni differenziati, l'attività delle telomerasi è tipicamente assente, tuttavia, 
alcuni  studi  hanno  dimostrato  che  alcune  regioni  celebrali  mantengono  la 
telomerasi attiva nell'età adulta. Il trattamento con il composto 26 ha comportato 
un aumento dell'attività della telomerasi nel proencefalo, nel midollo spinale e nel 
tronco celebrale  e  i  neuroni  erano protetti  dalla  tossicità  indotta  da NMDA. I 
G93A SOD1 mutanti  trattati  con  il  composto  26 hanno  ridotto  del  14,6% la 
progressione dei sintomi neurologici e un aumento del 16,4% della durata della 
vita.  Questi  benefici  sono  stati  confermati  da  un  marcato  aumento  della 
sopravvivenza dei motoneuroni nel midollo spinale. Inoltre il trattamento con il 
composto  26 in colture di cellule umane ha aumentato la protezione dallo stress 
ossidativo.  Una strategia alternativa per indurre neuroprotezione è di inibire le 
molecole  di  segnalazione  che  antagonizzano  la  sopravvivenza  cellulare  e 
promuovono la morte dei motoneuroni. La glicogeno sintetasi chinasi-3 (GSK-3) 
è una molecola di segnalazione essenziale coinvolta in molti processi cellulari tra 
cui la regolazione del ciclo cellulare, la proliferazione cellulare, metabolismo del 
glicogeno e apoptosi. Pazienti affetti da SLA mostrano elevati livelli di GSK-3 nel 
midollo spinale. È stato riportato che si ha un aumento della GSK-3 anche nei 
motoneuroni del topo mutante G93A SOD1. Koh et al hanno studiato il composto 
27 che è stato iniettato per via intraperitoneale in topi trangenici SOD1G93A di 60 
giorni di età; questo per esaminare gli effetti della riduzione di GSK-3 in modelli 
murini di SLA. Nei topi cosi trattati l'insorgenza dei sintomi è risultata rallentata,  
inoltre  si  è  avuta  una  riduzione  del  deficit  motorio  e  un  aumento  della 
sopravvivenza  dei  motoneuroni  nel  midollo  spinale;  un’ulteriore  analisi  ha 
rilevato che l'inibizione di GSK-3 in SOD1 G93A ha portato a una diminuizione 
della caspasi-3 e del citocromo C citosolico nel midollo spinale, indicando che 
l'inibizione di GSK3 può essere neuroprotettiva in questo modello di malattia. 
PICCOLE  NUOVE  MOLECOLE  CHE  RIDUCONO  LO  STRESS 
OSSIDATIVO.
La SLA cronica è caratterizzata dall'esposizione neuronale allo stress ossidativo e 
all'infiammazione;  quindi  diverse  strategie  di  trattamento  sono  rivolte  alla 
riduzione di queste patologie cellulari. 
Neymotin  et  al. hanno  descritto  due  nuovi  composti  correlati:  CDDO-EA e 
CDDO-TFEA, analoghi terapeutici sintetici derivati dell’acido oleanoico per la 
capacità di  attivare N2F2/ARE in colture di cellule di modelli  murini di SLA. 
Negli esperimenti con topi transgenici SOD1 G93A le cellule NSC-34 sono state 
saggiate con il composto 29 ed è stata valutata l'attivazione di N2F2. In risposta al 
trattamento, l'espressione di N2F2 ed i geni regolati  da N2F2, NQO-1(NAD(P) H 
chinino  ossidoreduttasi),  OH1  (emeossigenasi-1)  e  glutatione  reduttasi  sono 
aumentati significativamente. Nei neuroni primari di ratto trattati con il composto 
29 è stata osservata una maggiore traslocazione nucleare di N2F2. Il trattamento 
dei topi transgenici SOD1 G93A con  28 o  29 per via orale ha determinato un 
aumento dell'espressione di N2F2 e la localizzazione nucleare.  I livelli di  geni 
antiossidanti regolati da N2F2 sono risultati elevati  nel midollo spinale dei topi 
trattati.  Questo  trattamento  ha  provocato  una  diminuizione  di  peso,  ma  un 
aumento della durata della vita.
Figura 121: composti ad azione antiossidante
Usando un sistema di screening virtuale alla scoperta di nuovi agenti antiossidanti 
Kanno et al hanno identificato una piccola molecola CPN-9 30. Questo composto 
è  stato  inizialmente  valutato  come  protettivo  per  lo  stress  ossidativo  indotto 
farmacologicamente ed ha dimostrato di essere altamente citoprotettivo in cellule 
HeLa [180]. Inoltre è stato osservato che il composto 30 ha protetto solo contro la 
morte cellulare indotta da stress ossidativo. Per capire il meccanismo di azione 
attraverso  il  quale  il  composto  30 protegge  selettivamente  contro  il  danno 
ossidativo è stato valutato per il danno ossidativo provocato dall'espressione di 
proteine OH-1 e P21/CDKN1A attivate da stress. Entrambe le proteine indotte da 
stress  dimostrano  l'aumento  dell'espressione   e  l'attivazione  del  fattore  di 
trascrizione N2F2 è aumentata. Il composto 30 ha dimostrato di indurre l'attività 
del promotore ARE in cellule SH-SY5Y usando un saggio di luciferasi.  Questi 
dati hanno dimostrato che 30 conferisce resistenza allo stress ossidativo attraverso 
la sovraregolazione della via trascrizionale N2F2/ARE. 30 è stato poi saggiato in 
topi transgenici che esprimono la h SOD1H46R gene mutante. Dopo l'insorgeza 
cronica dei sintomi la somministrazione di  30  ha limitato la  progressione della 
malattia. Nei topi trattati con 30 la perdita dei motoneuroni nel midollo spinale è 
diminuita e questo ha provocato il prolungamento dell'insorgenza della malattia e 
della sopravvivenza. Tanka et al per ridurre lo stress ossidativo hanno utilizzato un 
antagonista del recettore D4 della dopamina,  L-745,870  31 in modo da inibire 
selettivamente la morte cellulare indotta da stress. Il compoto 31 è stato studiato 
per sovraregolare una proteina  neuronale che inibisce l'apoptosi, la NAIP/BIRC1, 
una proteina citoprotettiva nei confronti di una morte cellulare indotta da stress 
ossidativo.  Il  composto  31 è  stato  somministrato  nei  topi  SOD1 H46R prima 
dell'insorgenza dei sintomi ed è stato scoperto che ritarda l'insorgenza dei sintomi, 
ritarda la perdita di peso e la disfunzione motoria. Gli animali trattati sono stati 
analizzati e si è potuto osservare una riduzione sia della perdita dei neuroni ma 
anche una  ridotta attivazione  delle  cellule  microgliali.  Questo  gruppo  di 
ricercatori  ha  identificato  l'agonista  del  recettore  D2  della  dopamina, 
Bromocriptina 32 che riduce lo stress ossidativo attraverso la up-regulation delle 
proteine antiossidanti.. Il composto 32 è stato testato in vivo in topi SOD1 H46R 
dopo la comparsa dei sintomi e  i dati ottenuti hanno mostrato un ritardo della 
progressione della malattia. L'iperespressione di geni antiossidanti attraverso l'uso 
di queste nuove molecole può ridurre la progressione della malattia. 
NUOVI  MECCANISMI  CHE  RITARDANO  L'INSORGENZA 
DELLA MALATTIA.
ISTONE DEACETILASI (HDAC)
Diversi studi hanno identificato diversi profili di espressione genica nei pazienti 
affetti da SLA e ciò indica che la disfunzione della trascrizione può contribuire 
alla  SLA.  Un  meccanismo  di  espressione  genica  è  attraverso  l'acetilazione  di 
istoni, che consente l'accesso di sequenze geniche e complessi trascrizionali  in 
topi SOD1 G93A in cui l'acetilazione degli istoni dopo l'insorgenza della malattia 
è sensibilmente ridotta rispetto agli animali di controllo. Ryvet et al hanno trattato 
i  topi SOD1G93A con 400mg/kg di PBA 33  (Figura 14) per iniezione i.p.  sia 
prima, che dopo l'insorgenza della malattia. Gli animali trattati hanno mostrato 
migliori  prestazioni  nel  test  rotarod  e  maggiore  durata  della  vita  rispetto  agli 
animali non trattati. Inoltre l’astrogliosi e la perdita di neuroni nel midollo spinale 
lombare  sono  attenuate  con  il  trattamento  farmacologico,  indicando  che 
l'inibizione di HDAC è neuroprotettiva nei modelli di SLA.
Figura 122
Yoo et al hanno ottenuto risultati simili usando l'inibitore di HDAC tricostatina A 
34 [181].  Il  composto  34 è  stato iniettato per via intraperitoneale  alla dose di 
1mg/kg per 5 giorni dopo diverse settimane dall'insorgenza dei sintomi in  topi 
SOD1G93A che erano  stati  incrociati  con una  linea  di  topi  che  esprimono la 
proteina fluorescente gialla (YFP). Questi topi esprimono YFP nei motoneuroni. Il 
composto 34 aumenta l'acetilazione degli istoni nel midollo spinale e nel muscolo 
scheletrico  di  topi  SOD1G93A,  che  corrisponde  ad  una  ridotta  morte  del 
motoneurone e gliosi nel midollo spinale di questi animali. 
NUOVE  MOLECOLE  CHE  AGISCONO  SULLA  FUNZIONE 
MITOCONDRIALE GLIALE.
Anche  se  la  SLA è  caratterizzata  da  degenerazione  e  morte  dei  motoneuroni, 
anche  le  cellule  gliali  hanno  dimostrato  di  svolgere  un  ruolo  essenziale  nella 
patogenesi  della  malattia.  Le  mutazioni  di  SOD1  negli  astrociti  promuove  la 
diminuizione della funzione mitocondriale. Un composto come il DCA,  35 che 
inibisce l'enzima piruvato deidrogenasi, modula l'attività mitocondriale. Miquel et 
al.,  hanno  trattato   topi  SOD1G93A con  il  composto  35 in  500mg/L di  H2O 
potabile [182]. Questo trattamento riduce la reattività degli astrociti e la morte del 
motoneurone e prolunga la vita negli animali trattati per due settimane.
IL TRATTAMENTO CON STEROIDI
Lo  steroide  DHT,  36 aumenta  la  massa  muscolare  e  ha  dimostrato  di  essere 
neuroprotettivo. Malattie neurodegenerative croniche come la SLA che mostrano 
atrofia  muscolare possono trovare  beneficio  da  un  trattamento  androgeno.  Per 
determinare se il trattamento con  DHT può migliorare i sintomi in un modello 
murino di SLA, YOO et al hanno inserito un tubo silastic contenente il composto 
36 per via sottocutanea nei topi maschi SOD1 G93A mutanti 75 giorni dopo la 
nascita. Ai topi SOD1G93A sono state asportate le aree del gastrocnemio (GN) e 
tibiale anteriore (TA) dei muscoli e sono state trattate con DHT dando un aumento 
del 32% in peso del muscolo GN e un aumento del 43% del muscolo TA rispetto 
ai controlli di animali  non trattati.  Interessante notare che il  trattamento con il 
composto 36 aumenta i livelli di insulina-like growth factor (IGF) che induce la 
crescita  e  la  differenziazione  dei mioblasti,  mentre  contemporaneamente 
diminuisce l'espressione di muscolo di barrette1 (MURF-1), una proteina che può 
indurre atrofia muscolare. L'up-regulation  di IGF-1 e 2 e la  down-regulation di 
MURF-1  corrispondevano  con  modesti  incrementi  delle  prestazioni  in  test 
funzionali tra cui il test rotarod e l'analisi dell'andatura. I topi SOD1G93A trattati 
con  DHT  hanno  mostrato  una  perdita  assonale  e  la  morte  del  motoneurone 
leggermente  diminuite  rispetto  ai  controlli.  Nonostante  ciò,  in  uno  studio  è 
risultato  che  gli  androgeni  hanno  poco  effetto  sui  modelli  di  SLA nei  topi 
trangenici  SOD1G93A  che  sono  stati  gonadectomizzati  e  trattati  con  il 
neurosteroide  deidroepiandrosterone  (DHEA)  37 somministrato  prima  della 
comparsa  dei  sintomi.  Ma il  trattamento  con questo  composto  non ha  portato 
effetti benefici e questo suggerisce che gli steroidi hanno uno scarso effetto sulla 
SLA.  Questi  esperimenti  hanno  mostrato  un  dimorfismo  sessuale  nella  SLA; 
maschi  e  femmine  mostrano  differenze  nell’insorgenza  dei  sintomi  e  nella 
progressione  della  malattia.  Tra  i  pazienti  affetti  da SLA, le  donne sono state 
meno segnalate rispetto agli uomini.
CAPITOLO 22
LA VACCINAZIONE[183]
Figura 123: Effetti terapeutici di immunizzazione con SOD1 mutata in modelli murini di 
sla.
Ci sono prove emergenti dell'esistenza di percorsi di secrezione della superossido 
dismutasi (SOD1) mutata legati alla SLA e della neurotossicità dovuta alla SOD1 
mutante  extracellulare.  Questa  evidenza  ha  portato  a  valutare  protocolli  di 
immunizzazione che mirano a ridurre la quantità SOD1 extracellulare mutata nel 
tessuto nervoso nel modello di topo con SLA, utilizzando la proteina ricombinante 
batterica  purificata  di  SOD1  mutante  come  immunogeno.  In  primo  luogo  la 
vaccinazione è stata testata su un ceppo di topi SOD1 G37R con SLA a esordio 
tardivo e sono stati riscontrati livelli di SOD1 mutata 4 volte superiore rispetto ai 
livelli normali di SOD1. Le iniezioni ripetute di SOD1mutante con una iniezione 
di richiamo finale prima dei sintomi a 6 mesi di età sono state efficaci nel ritardare 
l'insorgenza della malattia e estendere la durata della vita dei topi SOD1 G37R più 
a  lungo di  4  settimane..  Al  contrario,  questo approccio di  vaccinazione  non è 
riuscito  a  conferire  una  protezione  significativa  nei  topi  G39A  SOD1 
sovraespressione elevata di SOD1 mutata. Ciò nonostante, una immunizzazione 
passiva  attraverso  l'infusione  intraventricolare  di  anticorpo  SOD1 purificato  è 
riuscito ad alleviare i sintomi della malattia e prolungare la durata della vita dei 
topi G93A SOD1. Questi risultati indicano che l'immunizzazione potrebbe essere 
una strategia nel trattamento della SLA familiare causata da mutazioni di SOD1.
E'  stato  testato  un  approccio  di  vaccinazione  in  un  modello  di  topo  che 
iperesprime mutante SOD1G37R a livelli  moderati  (circa 4 volte superiore  al 
livello endogeno di SOD1). Come antigene per l'immunizzazione è stato utilizzato 
un ricombinante privo di metallo SOD1 mutante umano purificato da Escherichia 
coli.  L' immunizzazione dei topi SOD1G37R sia con 50mcg di proteina SOD1 
mutante ricombinante è stato avviato a 2 mesi di  età seguiti con due iniezioni 
sottocutanee a intervalli di 3 settimane. L' ultima iniezione di antigene/adiuvante è 
stata effettuata a 6 mesi di età.
Figura 124:  l'insorgenza ritardata e l'estensione della durata della vita nei topi vaccinati 
G37R SOD1.a)  Programma  di  immunizzazione.  Ai  topi  sono  stati  iniettati  4  volte  i 
vaccini,  partendo da 2 mesi di età. Il sangue è stato prelevato per le analisi di titolazione  
a 4 mesi di età e nella fase finale. b) Analisi rotarod dei topi vaccinati. Il tempo sulla 
rotarod  è  stata  determinata  per  topi  G37R  SOD1  iniettati  con  ricombinante  (rec) 
G39A/Adjuvant (n=8) o soluzione salina/adiuvante (n=7). La vaccinazione ha migliorato 
notevolmente le prestazioni del motoneurone. c) L'immunizzazione ritarda l'insorgenza 
(come definito dalla perdita del 30% delle prestazioni del motore) nei topi G37R SOD1 
immunizzati  con  rec  G93A/ADJUVANT rispetto  ai  topi  trattati  con  soluzione  salina 
/adiuvante. d) L'immunizzazione aumenta la durata della vita dei topi SOD1G37R.  e) Il  
numero  dei  motoneuroni  rimanenti  aumenta  nei  topi  vaccinati  nella  fase  finale  della 
malattia. Dopo che le sezioni sono state colorate con blu di toluidina, i motoneuroni sono 
stati contati in quattro sezioni da quattro topi vaccinati e tre topi di controllo iniettati con  
soluzione  salina/adiuvante.  f)  L'immunoistochimica  del  midollo  spinale  allo  stadio 
terminale  in  topi  trasgenici  G37R SOD1 immunizzati  con  proteine  rec  G39A SOD1 
(superiore)o soluzione fisiologica (inferiore), utilizzando anticorpi contro NeuN.
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